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1. INTRODUCCIÓN 
 
En las últimas décadas del siglo XX, las modificaciones en el estilo de vida y el 
incremento en la longevidad llevaron a un aumento significativo en la aparición de 
enfermedades crónicas no transmisibles, como la enfermedad cardiovascular (ECV), la 
diabetes, la obesidad y ciertos tipos de cáncer. Estas patologías constituyen serios 
problemas de salud pública dado que presentan alta prevalencia. Además, un elevado 
porcentaje de pacientes no están diagnosticados o no están adecuadamente 
controlados.  
En la búsqueda de prevenir el inicio, atenuar la progresión y/o disminuir el riesgo 
de complicaciones de estas patologías se proponen cambios en el estilo de vida, entre 
los cuales las modificaciones en la dieta tienen un papel relevante. Se encuentran bajo 
investigación muchos de los componentes de la dieta, más allá de los nutrientes 
esenciales, por sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud. Los nutrientes 
esenciales para el ser humano han sido históricamente identificados por asociación 
entre sus deficiencias y las enfermedades o condiciones no saludables generadas por 
su ausencia en la dieta humana. Pero la dieta también provee otros componentes, que 
sin ser esenciales, son capaces de promover la salud e incrementar la calidad de vida 
(Jang y col, 1997; Arai y col, 2000; Birt y col, 2001; Hu, 2003). Uno de los objetivos de 
las investigaciones en progreso es establecer recomendaciones con rigurosa base 
científica para enriquecer la dieta en componentes específicos. Por lo tanto, resulta 
fundamental identificar los compuestos beneficiosos y conocer sus mecanismos de 
acción en los sistemas biológicos o en los seres humanos, con el objetivo de fomentar 
políticas destinadas a la población en general, a grupos de riesgo particulares, y en el 
futuro poder realizar avances significativos en la nutrición y la medicina personalizadas. 
Estudios epidemiológicos indican que un incremento en el consumo de frutas, 
vegetales y alimentos derivados, es bueno para la salud. Sin embargo, existen 
numerosos interrogantes: i) ¿es equivalente comer cualquier fruta o vegetal?, ii) si no 
es equivalente, ¿es posible identificar las frutas y vegetales más saludables?, iii) ¿es 
posible identificar y cuantificar las sustancias responsables por estos efectos 
saludables? y iv) ¿cuáles son los mecanismos de acción de estos compuestos 
asociados a los efectos saludables?. 
2 
 
En este contexto se están estudiando un grupo de compuestos presentes en 
alimentos de origen vegetal como responsables de los efectos beneficiosos sobre la 
salud humana. En la literatura, estos compuestos son llamados fitoquímicos, 
fitonutrientes o compuestos bioactivos aún cuando estos términos no son equivalentes 
y ninguno define con precisión al grupo de compuestos en estudio. Fitoquímicos 
involucra a todas las sustancias producidas por las plantas, que pueden o no formar 
parte de la dieta y no necesariamente tienen efectos beneficiosos sobre la salud. 
Fitonutrientes, en el sentido estricto, sólo incluiría a los nutrientes esenciales de origen 
vegetal. Compuestos bioactivos incluye compuestos no sólo de origen vegetal, sino 
también de origen animal. Por lo tanto, en esta tesis se usará la expresión compuestos 
bioactivos de origen vegetal para referirse a sustancias de origen vegetal que tienen 
potenciales efectos beneficiosos sobre la salud humana. 
 
1.1. Compuestos bioactivos de origen vegetal 
 
Dentro de los compuestos bioactivos de origen vegetal que se están 
investigando en la actualidad se encuentran compuestos fenólicos, alcaloides, 
compuestos organosulfurados, fitosteroles y carotenoides (Liu, 2004). Sin embargo, 
uno de los grupos más estudiados en relación a la salud humana son los compuestos 
fenólicos.  
Los compuestos fenólicos son sintetizados por las plantas como metabolitos 
secundarios, es decir para cumplir funciones no esenciales en ellas. Tienen una 
cantidad de funciones suplementarias en el ciclo vital de las plantas, desde roles 
estructurales en tejidos de soporte a roles protectores. Entre otras funciones forman 
parte de estrategias de defensa contra la radiación ultravioleta y contra el ataque de 
insectos herbívoros y diversos patógenos, participan de la atracción de polinizadores y 
animales que dispersan las semillas por proporcionarles color y aroma a las flores y 
también cumplen funciones más específicas, como participar en el proceso de 
crecimiento de los tubos de polen para facilitar la fertilización (Jaganath y Crozier, 
2010;  Kliebenstein, 2004). 
 
1.1.1. Compuestos fenólicos 
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Químicamente, los compuestos fenólicos se caracterizan por poseer al menos 
un anillo aromático con uno o más grupos hidroxilos. Se han identificado más de 8000 
compuestos fenólicos de origen vegetal (Crozier y col, 2009), que comprenden desde 
moléculas simples, de bajo peso molecular y con un sólo grupo fenólico hasta 
moléculas complejas como los taninos de alto peso molecular y múltiples grupos 
fenólicos. Los compuestos fenólicos pueden ser clasificados por el número y el arreglo 
de sus átomos de carbono y se encuentran usualmente conjugados con azúcares y 
ácidos orgánicos. Estos compuestos se pueden dividir en dos grupos: los flavonoides y 
los no-flavonoides. Dado que el trabajo experimental de esta tesis se realizó con 
compuestos flavonoides, se describirá exclusivamente este grupo. 
 
1.1.2.  Flavonoides 
 
Los flavonoides son compuestos fenólicos que poseen una estructura básica de 
quince átomos de carbono, organizados en dos anillos aromáticos de seis carbonos 
(anillos A y B) conectados por un puente de tres carbonos (Figura 1) (Harborne, 1980).  
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Figura 1: Estructuras químicas del esqueleto básico de los flavonoides y de los principales 
subgrupos de flavonoides. 
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Los flavonoides son uno de los grupos más numerosos y están presentes a 
través de todo el reino vegetal (Harborne y Williams, 2000). Se hallan en altas 
concentraciones en la epidermis de las hojas y en la piel de las frutas, pero también se 
encuentran en las semillas y en otras partes de las frutas como la pulpa y el carozo.  
 
1.1.3. Flavanoles 
 
Los flavanoles representan uno de los subgrupos de flavonoides más 
consumidos en la dieta occidental (Scalbert y Williamson, 2000). Su presencia en los 
alimentos afecta ciertos parámetros de calidad, tales como astringencia, amargor, 
acidez, dulzor, viscosidad salival, aroma y color (Aron y Kennedy, 2007). 
Los flavanoles son compuestos no planares en virtud del C3 saturado en el anillo 
C y son el subgrupo de flavonoides estructuralmente más complejo, que comprende 
desde simples monómeros como catequina y epicatequina, hasta estructuras 
complejas como proantocianidinas oligoméricas y poliméricas, las cuales son también 
conocidas como taninos condensados. Los dos carbonos quirales en C2 y C3 de los 
flavanoles definen cuatro isómeros para cada compuesto derivado. Dos de estos 
isómeros, (+)-catequina y (‒)-epicatequina, se encuentran presentes frecuentemente 
en las plantas (Figura 2), mientas que (‒)-catequina y (+)-epicatequina rara vez 
aparecen (Clifford, 1986). 
Los taninos condensados son oligómeros de flavanoles, y sus estructuras 
químicas son definidas no sólo por el tipo de monómero, sino también por el tipo de 
unión entre los mismos. Existen varios patrones de oligomerización y las diferentes 
plantas presentan formas de oligomerización características; por ejemplo, las 
procianidinas del cacao son en su mayoría dímeros de tipo B, donde las unidades 
monoméricas de (–)-epicatequina se unen a través de uniones carbono-carbono 4 → 8 
(Adamson y col, 1999), por ejemplo el dímero B2 (Figura 2).  
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Figura 2: Estructuras químicas de compuestos representativos de los flavanoles: los 
monómeros (–)-epicatequina y (+)-catequina y el dímero B2. 
 
(–)-Epicatequina y (+)-catequina se encuentran en diferentes frutas y verduras, 
alimentos y bebidas de origen vegetal, como se detalla en la Tabla 1. Es interesante 
subrayar que los productos que presentan las mayores concentraciones de estos 
compuestos son el cacao y sus derivados. 
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Tabla 1: Contenido de los flavanoles (–)-epicatequina y (+)-catequina en alimentos y 
bebidas. 
Tipo de alimento (–)-Epicatequina (+)-Catequina 
                                 mg/100 g peso fresco 
Cacao Promedio DE n Promedio DE n 
Cacao en polvo 158 86 10 108 64 4 
Chocolate amargo 70 30 16 21 14 10 
Chocolate con leche 15 5 5 5 4 5 
Frutas       
Manzana 8 4 36 1 0,8 30 
Durazno pelado 8 4 21 5 5 40 
Pera 4 3 7 0,3 0,4 7 
Damasco 4 3 6 4 2 6 
Uva negra 5 6 2 5 6 2 
Mora 12 11 2 0,72 0,1 2 
Frambuesa roja 5 4 4 0,6 0,5 4 
Cereza 8 3 2 2 1 2 
                                                                   mg/100 ml peso fresco 
Bebidas Promedio DE n Promedio DE n 
Vino tinto 4 3 137 7 6 137 
Leche chocolatada 6 5 3 9 11 2 
Té verde 8 14 76 0,7 1 60 
Té negro 4 4 98 2 4 93 
DE: desviación estándar; n: número de valores de contenido. Información tomada  
de Rothwell y col  (2013). 
 
1.2. Radicales libres del oxígeno en sistemas biológicos  
 
1.2.1. Radicales libres del oxígeno 
 
1.2.1.1. Definición de radical libre y descripción de especies activas del oxígeno 
(EAO)  
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 Los radicales libres se definen como moléculas o fragmentos de moléculas que 
contienen uno o más electrones desapareados en los orbitales atómicos o moleculares 
(Halliwell y Gutteridge, 1984). Estos electrones desapareados otorgan un alto grado de 
reactividad a los radicales libres. Los radicales libres derivados del oxígeno representan 
la clase de radicales libres más importante generada en los sistemas biológicos. El 
oxígeno molecular tiene una configuración electrónica particular, con dos electrones 
desapareados, y por lo tanto constituye un biradical, aunque no tiene la reactividad 
característica de estas especies. En los seres vivos aeróbicos el oxígeno molecular es 
reducido a agua. Los pasos intermedios (univalentes) de la reducción del oxígeno a 
agua llevan a la formación del radical anión superóxido (O2•
-) (en esta tesis nombrado 
como anión superóxido), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH•), 
correspondientes a los pasos de reducción por uno, dos y tres electrones 
respectivamente (Figura 3) (Sies, 1997). A su vez el oxígeno molecular puede ser 
excitado electrónicamente para formar oxígeno molecular singulete (1O2). El conjunto 
de estos compuestos,  junto con otros radicales libres centrados en oxígeno, se conoce 
como especies activas del oxígeno (EAO). 
 
 
Figura 3: Especies químicas producidas durante la reducción parcial del oxígeno molecular. 
 
1.2.1.2. Fuentes celulares de las especies activas del oxígeno (EAO) 
 
En las células de mamíferos existen múltiples sitios de generación de EAO que 
se describen brevemente a continuación: 
i) Cadena mitocondrial de transporte de electrones. En el complejo I (NADH: 
ubiquinona óxido-reductasa) y en el complejo III (ubiquinol: citocromo c óxido-
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reductasa; citocromo bc1) se produce anión superóxido (Boveris y col, 1976; Cadenas 
y col, 1977; Turrens y Boveris, 1980; Turrens y col, 1985). 
ii) Enzimas como la xantina oxidasa, que generan anión superóxido y peróxido de 
hidrógeno, y las enzimas ciclooxigenasa o lipoxigenasa que generan radicales 
peroxilos como intermediarios en la producción de hidroperóxidos (Schneider y col, 
2007). Un caso especial es la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), que bajo condiciones 
particulares de bajos niveles de sustrato o ciertos cofactores, sufre un proceso llamado 
desacople durante el cual produce anión superóxido (Vásquez-Vivar y col, 1998). 
iii) Enzimas de la familia de las NADPH oxidasas (NOX). A diferencia de las fuentes 
anteriormente enumeradas, en donde las EAO se originan como productos secundarios 
de diversas reacciones, las NOX tienen como función primaria la producción de anión 
superóxido y peróxido de hidrógeno.  
iv) La reacción entre el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno genera radical 
hidroxilo a través de la reacción de Haber-Weiss (ecuación 1). Esta misma reacción se 
produce a través de dos pasos (ecuaciones 2 y 3) catalizados por metales de transición 
con capacidad de oxidarse y reducirse con un sólo electrón, en lo que se conoce como 
reacción de Fenton. El Fe y el Cu, entre otros metales de transición, pueden catalizar la 
formación de radical hidroxilo en sistemas biológicos a través de este proceso. 
 
O2•
‒  + H2O2 →  O2 + HO• + HO
‒               (1) 
Fe3+ + O2•
‒ 
 →  Fe
2+ + O2                                              (2)
 
Fe2+ + H2O2 →  Fe
3+ + HO• + HO‒                 (3) 
    
1.2.1.3. Reacciones de las especies activas del oxígeno (EAO) con moléculas de 
importancia biológica 
 
Las EAO pueden ser responsables de procesos oxidativos que potencialmente 
llevan a alteraciones estructurales y funcionales a nivel celular. Muchos tipos de 
moléculas biológicas son blancos potenciales de EAO: lípidos, proteínas, hidratos de 
carbono y ácidos nucleicos. Las consecuencias de dichas modificaciones dependen de: 
i) la extensión y la reversibilidad de las modificaciones y ii) el tipo y función de la 
molécula modificada.  
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Un tipo de reacción mediada por EAO es con los lípidos y se conoce como 
peroxidación lipídica. Puede ser descripta como una reacción en cadena dado que 
presenta las etapas de iniciación, propagación y terminación características de este tipo 
de reacciones (ecuaciones 4-9). 
  
Iniciación 
RH  →  R•                                                   (4) 
  
Propagación 
R•  +  O2  →  ROO•                                                                             (5) 
ROO•  +  RH  →  ROOH  +  R•                                                            (6) 
 
Terminación 
R•  +  ROO•  →  ROOR                                                                                       (7) 
R•  +  R•  →  R-R                                                                                           (8)            
ROO• +  ROO•  → ROO-OOR                                                                                      (9) 
 
En donde RH representa la molécula de un lípido, R• un radical libre, ROO• un 
radical libre peroxilo y ROOH un hidroperoxilo, todos ellos derivados del RH. 
 
1.2.1.4. La reacción entre anión superóxido y óxido nítrico (NO) 
 
El óxido nítrico (NO) es una molécula relevante en la fisiología cardiovascular 
que será analizada detalladamente a partir de la sección 1.4. El NO es un radical libre, 
que comparte con el anión superóxido la característica de no presentar una reactividad 
tan elevada como otros radicales libres. En este punto, resulta necesario analizar la 
reacción entre el anión superóxido y el NO para generar el anión peroxinitrito (ONOO-) 
(ecuación 10). Se trata de una reacción de segundo orden, con una constante de 
velocidad de reacción cercana al límite de difusión, determinada en 6,7 x 109 M-1 s-1 
(Huie y Padmaja, 1993). 
 
O2•
-  + NO  →  ONOO-
                     
   (10) 
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Esta reacción entre anión superóxido y NO merece una especial atención en el 
contexto de esta tesis debido a que durante esta reacción: i) se consumen ambas 
especies, que tienen importantes funciones biológicas y ii) se produce el anión 
peroxinitrito, que es un oxidante muy potente. El peroxinitrito es responsable de la 
oxidación de grupos tioles tanto libres como unidos a proteínas (Radi y col, 1991). 
Además del peroxinitrito, otras especies derivadas del NO (ión nitrosonio, óxidos 
NO2/N2O4, y N2O3, y S-nitrosotioles) participan en reacciones con moléculas de 
importancia biológica, esencialmente proteínas y lípidos, pudiendo afectar su 
funcionalidad (Hughes, 2008). En forma simplificada se pueden agrupar las reacciones 
de NO en tres grupos (Heinrich y col, 2013): 
i) Nitrosación: la reacción de NO+ con grupos nucleofílicos para generar compuestos de 
tipo R–NO.  
ii) Nitrosilación: la reacción de coordinación del NO con un metal. 
iii) Nitración: la reacción de formación de nitrocompuestos de tipo R-NO2. Dentro de 
estas reacciones se destaca la formación de nitrotirosinas (Radi y col, 1991), que es 
considerada un indicador de la producción de peroxinitrito (ecuación 11). 
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1.2.2. Antioxidantes 
 
1.2.2.1. Definición de antioxidante 
 
 En 1989, Halliwell y Gutteridge (Halliwell y Gutteridge, 1989) definieron el 
término antioxidante como cualquier sustancia que estando presente en 
concentraciones menores que el sustrato oxidable, retarda o inhibe la oxidación del 
mismo. Esta definición comprende compuestos de naturaleza no enzimática y 
 (11) 
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enzimática. Teniendo en cuenta: i) los distintos compartimientos intra y extracelulares 
donde se generan las EAO, ii) la naturaleza hidrofílica o lipofílica de las EAO y de los 
entornos de sus fuentes de generación y iii) los distintos tiempos de vida media de las 
principales EAO, los sistemas biológicos disponen de un conjunto de sistemas 
antioxidantes como mecanismos de defensa para controlar las concentraciones de 
EAO. 
 
1.2.2.2. Defensas antioxidantes no enzimáticas 
 
 Las defensas antioxidantes no enzimáticas presentan dos tipos de acciones: i) 
secuestrar metales de transición con actividad de óxido-reducción, con lo cual se 
disminuye o atenúa la producción de radical hidroxilo mediada por la reacción de 
Fenton (Guo y col, 1996) y ii) la de mayor relevancia biológica, que es atrapar radicales 
libres a través de la reacción descripta por la ecuación 12. 
 
R•  +  AH  →  RH  +  A•                              (12)                                
 
En donde R• representa un radical libre de alta reactividad, que reacciona con el 
antioxidante (AH) y es reducido por la obtención de un electrón (y un protón) perdiendo 
el carácter radical. Durante ese proceso se genera A•, el radical libre del AH. Para que 
el compuesto AH sea un antioxidante eficiente, la reactividad de A• debe ser mucho 
menor que la de R•. Esto se logra cuando la estructura química de A• permite la 
estabilización del electrón desapareado, por ejemplo, por resonancia del elecrón en 
una estructura orgánica (Machlin y Bendich, 1987). 
 En presencia del antioxidante que actúa por este mecanismo y frente a un 
proceso de peroxidación de lípidos, se establecen reacciones de competencia en 
donde intervienen el antioxidante y el radical derivado del antioxidante en varias etapas 
(ecuaciones 13-18). El fundamento de la acción antioxidante por atrapamiento está 
dado por las reacciones descriptas por las ecuaciones 13 y 14 en la etapa de 
propagación, ya que al ser los radicales derivados del antioxidante de muy baja 
reactividad, disminuyen la velocidad de la propagación de la reacción en cadena, 
facilitando reacciones de terminación. 
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Iniciación 
RH  →  R•                                     .   
                                              
Propagación 
    +  O2  →  ROO•
                                                                              
    +   AH  →  RH  +  A•                                                                                   (13)          
 
  +  RH  →  ROOH  +  R•                                                                               
  +   AH  →  ROOH  +  A•                                                                       (14)           
Terminación 
    +  ROO•  →  ROOR                                                                              
    +  A•  →  RA                                                                                        (15)           
 
    +  R•  →  RR                                                                              
    +   A•  →  RA                                                                                            (16)      
      
 +  ROO•  →  ROOOOR                                                                              
 +  A•  →  ROOA                                                                             (17)           
 
A•  +  A•   →   AA                                                                                                        (18) 
 
Existen muchas formas de clasificar los compuestos antioxidantes no 
enzimáticos presentes en sistemas biológicos. Pueden clasificarse en base a: i) su 
origen en el sistema biológico, como endógenos y exógenos y ii) su solubilidad, como 
liposolubles e hidrosolubles. A continuación se describirán los compuestos 
antioxidantes no enzimáticos más importantes en los humanos: exógenos, como el -
tocoferol (liposoluble) y el ácido ascórbico (hidrosoluble), y endógenos, como el ácido 
úrico y el glutatión (ambos hidrosolubles). Estos compuestos actúan esencialmente 
como atrapadores de radicales libres de acuerdo a lo descripto en la ecuación 12. 
El -tocoferol (-TF o vitamina E) es un compuesto liposoluble que no es 
sintetizado por los animales. Si bien los términos -TF y vitamina E son usados a 
menudo como sinónimos, este uso no es completamente correcto. La definición de 
vitamina E indica que es el factor necesario en la dieta para evitar la reabsorción del 
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feto en ratas hembras preñadas (Evans y Bishop, 1922) y otros compuestos diferentes 
al -tocoferol, como --y-tocoferoles tienen el mismo efecto en este ensayo. Sin 
embargo, el -TF es uno de los antioxidantes in vivo más importantes en humanos 
(Halliwell, 1989). Químicamente los tocoferoles consisten en una cadena 
hidrocarbonada unida a un núcleo cromanol (Kwiatkowska, 1988) (Figura 4). El -TF es 
incorporado a las membranas celulares en donde reacciona inhibiendo la peroxidación 
de lípidos. El radical -tocoferoxilo (-TF•) generado por la cesión de un electrón del -
TF a un radical libre es más estable que el radical libre original y puede volver a 
convertirse en -TF por reacción con otros antioxidantes no enzimáticos (Packer y col, 
2001). 
El ácido ascórbico (AscH) o vitamina C es una cetolactona soluble en agua con 
dos grupos hidroxilos ionizables. Presenta dos pKa, un pKa1 de 4,2 y un pKa2 de 11,6, 
por lo que a pH fisiológico el AscH está presente en forma predominante como 
monoanión ascorbato (Asc-) (Figura 4). Hace 80 años se descubrió la función esencial 
del Asc- en la salud humana, que es prevenir el escorbuto por ser cofactor en la 
síntesis de colágeno en tejido conectivo (Svirbely y Szent-Gyorgyi, 1933). Desde 
entonces el conocimiento de otras funciones biológicas se ha incrementado (Du y col, 
2012). El Asc- es un excelente agente reductor y experimenta fácilmente dos 
oxidaciones consecutivas de un electrón para formar el radical ascorbato (Asc•-) y el 
ácido dehidroascórbico (DHA), respectivamente (Buettner, 1993). Se ha postulado que 
in vivo la vitamina C puede regenerar a la vitamina E en forma directa o a través de 
antioxidantes que contienen grupos tioles, como el glutatión (Packer y col, 2001). 
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Figura 4: Estructura química de -tocoferol, ascorbato y urato. 
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El ácido úrico (Ur)  es una trioxipurina (Figura 4) cuyo pKa es 5,75 y por lo tanto 
a pH fisiológico está presente como anión urato (Ur-). Su solubilidad en agua es 
escasa. Constituye el producto final de la degradación de las purinas en humanos y 
grandes simios. En otros mamíferos, el Ur- es degradado por la uricasa a alantoína. El 
gen que codifica para la uricasa fue silenciado durante la evolución de los homínidos 
(Oda y col, 2002). La consecuencia de la inactivación de la uricasa es la aparición de 
niveles de Ur- mucho más grandes en humanos (≈ 240-360 M) en comparación con 
otros mamíferos, como los ratones (≈ 30-50 M) (So y Thorens, 2010).  
El glutatión es un compuesto hidrosoluble de síntesis endógena (que se 
presenta en forma reducida -GSH- y oxidada -GSSG-). Químicamente el GSH es un 
tripéptido constituído por ácido glutámico, cisteína y glicina (Figura 5). Cuando se 
oxida, se dimeriza formando lo que se denomina glutatión oxidado. El glutatión es 
abundante en citosol (1-11 mM), núcleo (3-15 mM) y mitocondria (5-11 mM) y sería el 
principal antioxidante hidrosoluble en estos compartimientos celulares (Valko y col, 
2007). El GSH, además de actuar atrapando radicales libres tiene otras funciones, 
entre las cuales es especialmente importante su función como cofactor de las enzimas 
glutatión peroxidasa y glutatión transferasa (Masella y col, 2005).  
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Figura 5: Estructuras químicas del glutatión en su forma reducida (GSH) y oxidada (GSSG). 
 
1.2.2.3. Defensas antioxidantes enzimáticas 
 
Existe un conjunto de enzimas involucradas en la metabolización de las EAO y 
cuyas actividades permitirían regular la concentración de estas especies en los 
sistemas biológicos. Las principales enzimas antioxidantes en las células de mamíferos 
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son la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatión peroxidasa (GPx). La 
SOD convierte el anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular y la 
catalasa convierte el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno molecular (Figura 6).  
La GPx actúa sobre peróxidos, tanto peróxido de hidrógeno como peróxidos orgánicos, 
generando agua o el alcohol correspondiente al peróxido orgánico, respectivamente. La 
GPx requiere GSH y NADPH como cofactores para ejercer su actividad enzimática. Las 
enzimas glutatión reductasa (GR) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) no 
actúan directamente sobre las EAO pero son necesarias para el funcionamiento de la 
GPx (Figura 6). 
La SOD está altamente compartamentalizada: la isoforma que contiene 
manganeso en su sitio activo se localiza en la mitocondria (SOD2) y las isoformas que 
contiene Cu y Zn se ubican en el citoplasma y núcleo (SOD1) y en el espacio 
extracelular (SOD3). La catalasa se encuentra en los peroxisomas y en el citoplasma y 
la GPx se encuentra esencialmente en la mitocondria y en el citoplasma.  
 
 
 
Figura 6: Esquema de las reacciones mediadas por enzimas antioxidantes presentes en las 
células de mamíferos. 
 
1.2.2.4. Mecanismos antioxidantes: acciones directas e indirectas 
 
Después de varias décadas de investigación en el campo del estrés oxidativo y 
los antioxidantes se puso en evidencia que el concepto antioxidante es más complejo 
que lo que indicaba su definición y racionalización original. Existirían múltiples 
mecanismos a través de los cuales se puede obtener un efecto antioxidante en los 
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sistemas biológicos (Fraga, 2007; Fraga y col, 2010; Mladenka y col, 2010; Galleano y 
col, 2010; Halliwell y col, 2005). Se pueden organizar esos mecanismos en dos grupos: 
i) Acciones antioxidantes directas: Incluyen las acciones descriptas en la sección 
1.2.2.2, es decir, la reacción directa con radicales libres y el secuestro de metales con 
actividad de óxido-reducción. Son reacciones químicas estequiométricas, en las cuales 
cada molécula de antioxidante reacciona con un radical libre o con un metal. 
ii) Acciones antioxidantes indirectas: Incluyen interacciones con distintas estructuras 
celulares y/o moléculas biológicas específicas, que a través de uno o varios pasos, 
resultan en una disminución en la concentración de EAO en el sistema, por ejemplo 
inhibición de enzimas productoras de anión superóxido. Se consideran indirectos 
porque no requieren que el antioxidante interaccione directamente con radicales libres 
o metales con actividad de óxido-reducción. No constituyen reacciones 
estequiométricas. 
 
1.2.2.5. Los compuestos fenólicos como antioxidantes 
 
 Los compuestos fenólicos de origen vegetal que están presentes en la dieta 
humana y tienen presencia en los tejidos, han sido considerados antioxidantes 
exógenos que actúan por acciones directas (Halliwell y col, 2005; Rice-Evans, 1995). 
La mayoría de los compuestos fenólicos tienen las características químicas necesarias 
para actuar a través de las acciones directas descriptas en la sección 1.2.2.2. Los 
motivos catecol y la combinación de los grupos hidroxilos y carbonilos presentes en 
muchos compuestos fenólicos son centros de alta afinidad para los metales (Thompson 
y col, 1976; Perron y Brumaghim, 2009). También comparten dos características 
químicas que son responsables de la eficiencia como inhibidores de la cadena de 
oxidación de lípidos: i) los grupos hidroxilos que reducen a los radicales libres donando 
un electrón y ii) las estructuras aromáticas que permiten la estabilización por 
resonancia del radical libre derivado del compuesto fenólico (Bors y col,1990). 
 Sin embargo, no se puede descartar que los compuestos fenólicos participen en 
mecanismos antioxidantes indirectos, interaccionando con moléculas específicas. A 
diferencia de las acciones directas, que dependen de características químicas 
compartidas por la mayoría de los compuestos fenólicos (presencia de un grupo fenol), 
para los mecanismos indirectos se requieren estructuras químicas específicas, 
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exclusivas de un compuesto fenólico o compartido por un pequeño grupo de 
compuestos fenólicos (Fraga y col, 2010). Las interacciones más ampliamente 
estudiadas son con las proteínas en donde el efecto biológico resultante dependerá de 
la función de la proteína involucrada, como por ejemplo enzimas, receptores o factores 
de transcripción. 
 
1.2.3. Estrés oxidativo 
 
En 1985, Helmut Sies elaboró el concepto de estrés oxidativo como un 
desbalance entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes, llevando 
potencialmente a un daño biológico (Sies, 1985). La evidencia experimental acumulada 
durante las siguientes dos décadas demostró que los efectos de las EAO dependen de 
concentración alcanzada y/o del tiempo de exposición del sistema biológico a las 
concentraciones elevadas de EAO. El incremento de la concentración de EAO a niveles 
moderados y en forma temporal formaría parte de procesos fisiológicos, como la 
activación de vías de señalización. Mientras que el incremento de la concentración de 
EAO a niveles elevados y en forma persistente formaría parte de procesos patológicos. 
Por lo tanto, la definición de estrés oxidativo se modificó para incluir los aspectos 
relacionados con la modulación de vías de señalización, como un desbalance entre 
oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes que lleva a la alteración de los 
mecanismos de control y señalización dependientes del estado de óxido-reducción y/o 
al daño de componentes (moléculas) celulares (Sies y Jones, 2007).  
 
1.3.  Anión superóxido: química y bioquímica 
 
1.3.1. Química del anión superóxido 
 
El anión superóxido es una molécula pequeña que posee carga negativa y su 
vida media en solución acuosa es muy baja (Halliwell y Gutteridge, 1989). Se ajusta a 
la definición de radical libre ya que contiene un electrón desapareado. Debido a que es 
una molécula cargada no puede atravesar membranas biológicas por difusión y lo haría 
atravesando canales aniónicos voltaje dependientes (Han y col, 2003; Mumbengegwi y 
col, 2008). A pH ácido forma el radical hidroperoxilo (HO2
●). En los sistemas biológicos, 
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una vez formado por las vías indicadas en 1.2.1.2., dismuta a peróxido de hidrógeno 
por una reacción espontánea (con una constante de velocidad de segundo orden de 
aproximadamente 1 x 105 M-1s-1, a pH 7,0) (Bielski y col, 1985) o catalizada por la SOD 
(Figura 6) (con una constante de velocidad de 2,3 x 109 M-1s-1) (Klug y col, 1972). 
 
1.3.2. NADPH-oxidasas (NOX): isoformas, funciones y distribución 
 
La actividad de NOX se describió por primera vez en microsomas aislados de 
hígado de rata y en bacterias en 1963 (Nishibayashi y col, 1963). En la década del 80 e 
inicios de los 90, se caracterizaron las subunidades que la componen y se desarrolló un 
modelo para la NOX fagocítica (Quinn y Gauss, 2004; Teahan y col, 1987; Babior, 1999) 
estableciendo que estaba formada por un componente de membrana que transfería los 
electrones (el flavocitocromo b558) y un heterodímero compuesto por la subunidad 
gp91phox (actualmente referido como NOX2) y la subunidad p22phox. En las últimas dos 
décadas se avanzó significativamente en la investigación sobre esta enzima y se 
hallaron seis homólogos de la subunidad flavocitocromo b558 de los fagocitos 
denominadas: NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, Duox1 y Duox2 (Banfi y col, 2001; Cheng y 
Lambeth, 2004; De Deken y col, 2000; Dupuy y col, 2000; Geiszt y col, 2004; Suh y col, 
1999) que definieron las distintas isoformas.  
En general las NOX son enzimas multiproteicas de membrana que transfieren 
electrones. Utilizan NADH/NADPH como dador de electrones para reducir al oxígeno 
molecular generando anión superóxido como producto primario de la reacción 
(ecuación 19). 
                              
2 O2  +  NAD(P)H                    2 O2•
-
  +   NAD(P)+  +  H+                                                          (19) 
 
La distribución en los tejidos y la localización subcelular de los miembros de esta 
familia son marcadamente diferentes y se encuentran descriptos en la Tabla 2. Las 
funciones fisiológicas propuestas para las NOX incluyen: defensa contra patógenos, 
procesamiento post-traduccional de proteínas, señalización celular, regulación de la 
expresión de genes y proliferación celular (Bedard y Krause, 2007). También 
contribuirían en un amplio rango de procesos patológicos: la deficiencia de NOX puede 
llevar a inmunosupresión, falta de otoconogénesis o hipotiroidismo (Aurelius y col, 
NOX 
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2012; Paffenholz y col, 2004; Moreno, 2003) mientras que el aumento en la actividad 
de NOX participa en la ECV y la neurodegeneración entre otras patologías (Mital y 
Liao, 2004; Bengtsson y col, 2003; Al Ghouleh y col, 2011; Choi y col, 2005; Zekry y 
col, 2003).  
Tabla 2: Distribución celular y localización subcelular de las isoformas de NOX. 
Isoforma Distribución celular 
Localización 
subcelular 
Referencias 
NOX1 
Epitelio colónico, células 
endoteliales y musculares 
lisas vasculares, 
osteoclastos, tejido 
reproductivo 
Membrana intracelular 
cerca del retículo 
endoplasmático, 
endosomas, caveolas 
(Suh y col, 1999)  
(Cui y col, 2006) 
(Lee y col, 2005)  
(Miller y col, 2007) 
NOX2 
 
Neutrófilos, macrófagos, 
células endoteliales y 
musculares lisas vasculares, 
fibroblastos, células 
musculares esqueléticas, 
cardiomiocitos y hepatocitos 
Membrana celular, 
fagosoma, membrana 
perinuclear 
(Jones y col, 1996) 
(Quinn y col, 2006)  
(Peng y col, 2005) 
(Vignais, 2002) 
NOX3 
Oído interno, cerebro, tejidos 
fetales 
Membrana plasmática 
(Nakano y col, 2007) 
(Banfi y col, 2004) 
(Leto y col, 2009) 
NOX4 
Riñón, células musculares 
lisas vasculares, fibroblastos, 
células madre 
hematopoyéticas,   
osteoclastos, neuronas, 
células endoteliales  
Adhesiones focales, 
retículo 
endoplasmático, 
núcleo y mitocondria 
(Petry y col, 2006) 
(Geiszt y col, 2000)  
(Yang y col, 2001) 
(Cucoranu y col, 2005) 
(Vallet y col, 2005) 
NOX5  
(sólo en 
humanos) 
Células endoteliales y 
musculares lisas vasculares, 
médula ósea, ganglios 
linfáticos, bazo, tejido 
reproductivo, estómago, 
páncreas, tejidos fetales 
Membrana 
plasmática, retículo 
endoplásmático 
(Banfi y col, 2001) 
(BelAiba y col, 2007) 
(Brar y col, 2003) 
DUOX1/2 
Tiroides, epitelio de las vías 
aéreas, próstata y sistema 
digestivo 
Membrana apical (De Deken y col, 2000) 
Tomado de Al Ghouleh y col (2011). 
 
1.3.3.  NADPH-oxidasas (NOX) : subunidades y activación 
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 La activación de las isoformas de la NOX tiene distintos requerimientos en 
términos de ensamblado de subunidades. Los componentes de NOX1/NOX2 incluyen: 
i) la subunidad unida a membrana p22phox, ii) las subunidades organizadoras p47phox y 
NOXO1, iii) las subunidades activadoras p67phox y NOXA1, iv) las proteínas Rac 
GTPasas y v) la subunidad modulatoria p40phox (Bedard y Krause, 2007). Ciertos 
estímulos desencadenan en la célula la translocación de p47phox a la 
membrana. Debido a que p67phox se encuentra unida a p47phox, en este proceso 
también transloca p67phox. Por consiguiente, el papel de p47phox es considerado de 
organización. En la membrana, p67phox interacciona directamente con NOX2 
activándola, por lo tanto p67phox resulta ser un activador (Takeya y col, 2003). Rac 
(proteína que une GTP), también es reclutada en la membrana frente a estimulación 
celular y es requerida para la activación del complejo (Quinn y col, 1993).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Modelos de activación de las isoformas de NOX y productos de su actividad 
enzimática propuestos. Modificado de Al Ghouleh y col (2011) y Brandes y col (2014). 
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Se ha propuesto que p22phox podría interaccionar con NOX1 (Laude y col, 2005), 
NOX2 (DeLeo y col, 2000), NOX3 (Kawahara y col, 2005) y NOX4 (Ambasta y col, 
2006), formando heterodímeros estables, mientras que los monómeros serían 
degradados por el proteosoma (DeLeo y col, 2000). No obstante, la interacción de 
p22phox sería relevante sólo para NOX1, NOX2 y NOX3, pero no para NOX4 (Leusen y 
col, 1995; Kawahara y col, 2005). p47phox y p67phox son subunidades regulatorias 
involucradas en la activación de NOX2, mientras que para la activación de NOX1 se 
requiere de las subunidades citosólicas NOXO1 y NOXA1 (Al Ghouleh y col, 2011).  
La Figura 7 indica la composición en subunidades necesaria para la activación 
de cada una de las isoformas de la familia de las NOX, así como los productos 
primarios que generan a partir de su acción enzimática.  
 
1.3.4.  NADPH-oxidasas (NOX) en la pared vascular   
En la vasculatura no existe una isoforma específica de NOX, pero hay una 
compleja expresión de las diferentes isoformas en diferentes regiones y células del 
sistema vascular. La pared vascular está formada del interior del vaso hacia afuera por 
tres capas: íntima, media y adventicia. Las capas íntima y media estan constituídas por 
células endoteliales y células musculares lisas, respectivamente. La capa adventicia 
contiene fibras de colágeno, nervios perivasculares y diferentes tipos celulares tales 
como fibroblastos, macrófagos, células progenitoras y adipocitos (Majesky y col, 2011). 
Las células endoteliales expresan NOX1, NOX2 y NOX4 (BelAiba y col, 2007) 
(Dworakowski y col, 2008); las células musculares lisas vasculares expresan NOX1, 
NOX2 y NOX4 (Lassegue y Griendling, 2010; Ellmark y col, 2005) y los fibroblastos de 
la adventicia expresan NOX2 y NOX4 (Pagano y col, 1997; Haurani y Pagano, 2007) 
(Figura 8).  Cabe hacer notar que no se incluye la NOX5 dado que sólo se ha 
identificado en humanos y esta tesis se realizó en modelos experimentales en ratas. 
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Figura 8: Distribución celular de las isoformas de la NOX en la pared vascular. Modificado de 
Drummond y col (2011). 
  
1.4. Óxido nítrico (NO): química y bioquímica 
 
1.4.1. Química del óxido nítrico (NO) 
 
El NO es una molécula pequeña, sin carga y que se ajusta a la definición de 
radical libre ya que contiene un electrón desapareado (Beckman y Koppenol, 1996; 
Valko y col, 2007). Al igual que el oxígeno molecular, a pesar de ser radical libre es 
muy estable (Fukuto y col, 2012). Sus principales reacciones son con otras moléculas 
paramagnéticas (radicales libres y compuestos que poseen metales de transición) 
(Heinrich y col, 2013). Su vida media en sistemas biológicos es menor a 5 s (Ignarro, 
1990), y en sangre se ha estimado que es entre 0,05 y 1 s (Kelm, 1999). Debido a que 
es un gas soluble tanto en medios acuosos como en medios lipídicos, el NO es capaz 
de difundir rápidamente a través del citoplasma y las membranas plasmáticas desde el 
sitio de síntesis hasta las células distales (Dudzinski y col, 2006; Kelm, 1999).  
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1.4.2. Óxido nítrico sintasas (NOS): isoformas, funciones y distribución 
 
El NO es producido por la acción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) de 
acuerdo a la reacción de la Figura 9. Los sustratos de la reacción son L-arginina, 
oxígeno molecular y NADPH, se origina un intermediario (N-hidroxi-L-arginina), y como 
producto final se obtiene L-citrulina y NO. Se requieren como cofactores 
tetrahidrobiopterina (BH4), FMN y FAD. Además, la enzima contiene sitios de unión 
para hierro-protoporfirina IX (hemo) y para calmodulina (Govers y Rabelink, 2001).  
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Figura 9: Biosíntesis de NO a partir de L-arginina. Tomado de Andrew y Mayer (1999). 
 
En los humanos existen tres isoformas de la NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS 
inducible (iNOS) y NOS endotelial (eNOS). Las tres isoformas son codificadas en 
cromosomas separados por genes separados y presentan una estructura genómica 
similar, sugiriendo un gen ancestral común de NOS. En el año 2002 se identificó una 
NOS asociada a la membrana mitocondrial interna que correspondería a -nNOS con 
modificaciones post-traduccionales (Elfering y col, 2002). 
Las NOS exhiben una estructura con dos dominios (Figura 10), en la cual el 
dominio oxigenasa N-terminal que contiene sitios de unión para el grupo hemo, BH4 y 
L-Arginina, se une mediante un sitio de reconocimiento a calmodulina, al dominio 
reductasa C-terminal que contiene sitios de unión para FAD, FMN y NADPH (McMillan 
y Masters, 1995; Ghosh y Stuehr, 1995). 
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Figura 10: Estructura de los dominios de nNOS, eNOS e iNOS de origen humano. Tomado de 
Alderton y col (2001).  
 
Las tres isoformas comparten homología en regiones involucradas en los sitios 
de unión de los cofactores (FAD, FMN y ribosa y adenina de NADPH) y presentan 
mecanismos enzimáticos similares. Sin embargo se diferencian en algunos aspectos 
que están resumidos en la Tabla 3. 
Los patrones de expresión varían entre las isoformas. Las isoformas nNOS y 
eNOS se expresan constitutivamente mientras que la expresión de iNOS se induce por 
diferentes compuestos como lipopolisacárido bacteriano y citoquinas estimulatorias 
(interferón-, inteleuquina-1, factor de necrosis tumoral-) (Kleinert y col, 2003). La 
Tabla 3 indica en qué poblaciones celulares predomina cada isoforma, sin embargo 
muchos tejidos expresan más de una isoforma. Además, la inervación y la vasculatura 
en todos los tejidos poseen el potencial para expresar nNOS y eNOS respectivamente, 
mientras que los elementos circulantes de la sangre expresarían sólo iNOS (Liu y 
Huang, 2008).  
Debido a que en este trabajo de tesis se estudian los posibles efectos de los 
flavanoles sobre la presión arterial (PA), se describirá en detalle la regulación de la 
isoforma eNOS, la cual es un regulador homeostático de numerosas funciones 
cardiovasculares tales como la vasodilatación.  
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Tabla 3: Características de las isoformas de la NOS. 
 nNOS iNOS eNOS 
Sinonimia NOSI, NOS-1 NOSII, NOS-2 NOSIII, NOS-3 
Expresión del gen 
Constitutiva e 
Inducible 
Inducible 
Constitutiva e 
Inducible 
Dependencia de Ca2+ Dependiente Independiente Dependiente 
Tamaño del monómero 
en humanos  
(forma predominante) 
161 kDa 131 kDa 133 kDa 
Sitios de expresión 
más frecuente 
Neuronas Macrófagos 
Células 
endoteliales 
Otros sitios principales 
de expresión  
Músculo liso 
Músculo esquelético 
Músculo liso 
Hígado 
Plaquetas 
Localización subcelular 
Unión neuromuscular 
Soluble en citoplasma 
Retículo arcoplásmico 
Soluble en citoplasma Caveola 
Tomado de Liu y Huang (2008). 
 
1.4.3. Regulación de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) 
 
La actividad de la eNOS y finalmente la cantidad de NO sintetizado, son 
controladas por una compleja integración de mecanismos transcripcionales, post-
transcripcionales y post-traduccionales.  
 Las modificaciones post-traduccionales (resumidas en la Tabla 4) tienen un 
fuerte impacto sobre la actividad de eNOS y la desregulación de estos mecanismos 
compromete la actividad de eNOS. Dentro de este conjunto de procesos, se detallarán 
las que resultan relevantes para los objetivos de esta tesis: la fosforilación y la 
interacción con la proteína caveolina-1. 
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Tabla 4: Regulación post-traduccional de eNOS.  
Modificación Características Efecto Referencias 
Miristoilación Gly2 Activación (Feron y col, 1998)  
Palmitoilación Cys15 y Cys26 Activación 
(Belhassen y col, 1997) 
(Feron y col, 1998a) 
Interacciones 
proteína-proteína 
Calmodulina  
Caveolina-1 
Hsp90 
NOSIPa  
NOSTRINb 
Receptor de bradikinina B2 
Activación 
Inhibición 
Activación 
Inhibición 
Inhibición 
Activación 
(Fulton y col, 2001) 
(Smart y col, 1999) 
(Venema y col, 1996) 
(Dedio y col, 2001) 
(Fulton y col, 2001) 
(Fulton y col, 1999) 
Fosforilación 
Ser1177, Ser615,  
Ser633, Tyr81 
Activación 
(Michell y col, 2002) 
(Fulton y col, 2005) 
 Thr495, Tyr657 Inhibición 
(Fleming y col, 2001) 
(Loot y col, 2009) 
 
Ser114 
Activación o 
inhibición 
(Mount y col, 2007) 
Glicosilación 
N-actilglucosamina unida a 
oxígeno 
Inhibición  (Du y col, 2001) 
S-nitrosilación Cys94 y Cys99 
Inhibición 
Inactivación 
(Dudzinski y col, 2006) 
(Wu y Morris, 1998), 
Disponibilidad de 
sustrato y 
cofactores 
Deficiencia de L-arginina y 
BH4 
Desacople 
de la enzima 
(Vásquez-Vivar y col, 
1998) 
Acetilación Lys609 Activación (Jung y col, 2010) 
a Proteína de interacción con NOS; b Inductor de tráfico de NOS. 
 
1.4.3.1.  Fosforilación  
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La eNOS se regula por cambios en su fosforilación principalmente en sitios de 
serina y en circunstancias específicas también en sitios tirosina y treonina. Se han 
identificado siete sitios primarios de fosforilación en la eNOS de humanos en Ser1177, 
Ser615, Ser633, Tyr81, Thr495, Tyr657 y Ser114.  
La fosforilación de eNOS humana en Ser1177 en el dominio reductasa C-
terminal fue uno de los primeros sitios de fosforilación de eNOS identificados y 
constituye un regulador positivo de la actividad de eNOS (Fulton y col, 1999; Scotland y 
col, 2002). El mecanismo propuesto es que la fosforilación en Ser1177 desplaza la cola 
C-terminal liberando el dominio de unión de FMN lo cual promueve la transferencia de 
electrones desde el dominio reductasa al dominio oxigenasa. La fosforilación en este 
sitio aumenta la sensibilidad a Ca2+/calmodulina y como consecuencia incrementa la 
síntesis de NO a bajas concentraciones intracelulares de Ca2+ (McCabe y col, 2000).   
Las fosforilaciones en Ser617 y Ser635 también promueven un aumento en la 
liberación de NO derivado de la eNOS (Michell y col, 2002). La fosforilación en Tre495 
inhibe la actividad catalítica de eNOS interfiriendo en la unión con calmodulina activada 
por Ca2+ (Fleming y col, 2001). Finalmente, la función de la fosforilación en Ser114 en 
el dominio oxigenasa resulta controversial. Cuando se describió por primera vez en 
respuesta a la fuerza de rozamiento se consideró que modulaba positivamente la 
producción de NO (Gallis y col, 1999), sin embargo estudios posteriores sugieren que 
se trata de un sitio de regulación negativa (Bauer y col, 2003).   
 
1.4.3.2.  Interacción con proteínas 
 
La calmodulina fue la primera proteína identificada que interaccionaba con 
eNOS. Se une a un sitio de unión específico de eNOS que se encuentra ubicado entre 
los dominios oxigenasa y reductasa. La unión de calmodulina produce un cambio 
conformacional de eNOS que promueve el flujo de electrones dependiente de NADPH 
hacia el grupo hemo (Fulton y col, 2001). 
Dentro de las células endoteliales la eNOS se encuentra asociada a la 
membrana de la caveola. La caveola es una invaginación de la membrana plasmática, 
enriquecida en colesterol y esfingolípidos, que es importante para la transducción de 
señales (Lisanti y col, 1994). La caveolina-1 es la principal proteína de la caveola. Se 
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une directamente a la eNOS a través de un sitio específico de unión a caveolina de la 
eNOS y esa interacción resulta en una inhibición estérica de eNOS (Smart y col, 1999).  
En estudios genéticos, ratones deficientes en caveolina-1 mostraron un aumento 
en la relajación de los vasos sanguíneos (Drab y col, 2001; Razani y col, 2001). 
Además, péptidos que desplazan a caveolina-1 de eNOS aumentan la síntesis de NO y 
promueven la vasodilatación validando el papel inhibitorio de la caveolina-1 en la 
liberación de NO dependiente de eNOS (Bernatchez y col, 2011). 
  
1.5. Función endotelial 
 
1.5.1. Descubrimiento del óxido nítrico (NO) como factor de relajación derivado 
del endotelio 
 
  Existen muchos reguladores homeostáticos de la PA, tales como el sistema 
renina-angiotensina, el sistema nervioso autónomo y mediadores locales como el NO 
(Liu y Huang, 2008). 
En los comienzos de la década del 80, se observó que tanto ratas como 
humanos excretaban mayor cantidad de nitratos y nitritos respecto de lo que ingerían 
(Green y col, 1981). Esto llevó a la búsqueda de células de mamíferos capaces de 
sintetizar óxidos de nitrógeno, y en 1985 se descubrió que el lipopolisacárido de la 
pared bacteriana podía inducir en los macrófagos la producción de cantidades 
significativas de nitratos y nitritos (Stuehr y Marletta, 1985). Trabajos posteriores 
indicaron que el sustrato de esta vía era la L-arginina y que la L-citrulina se formaba 
como un co-producto (Iyengar y col, 1987). Un año más tarde se identificó al NO como 
producto inicial, el cual era oxidado posteriormente a nitratos y nitritos (Marletta y col, 
1988). En paralelo, Furchgott y Zawadzki (1980) observaron que la acetilcolina era 
capaz de producir relajación de los vasos sanguíneos sólo si el endotelio estaba intacto 
(Furchgott y Zawadzki, 1980). Esto indicaba que la acetilcolina no actuaba 
directamente sobre las células musculares lisas vasculares sino que requería de la 
función del endotelio para producir vasodilatación. Este estudio llevó a proponer la 
existencia de un factor de relajación derivado del endotelio (FRDE). Poco tiempo 
después, se estableció que la vasodilatación mediada por FRDE se asociaba a altos 
niveles de GMPc y a la activación de la quinasa dependiente de GMPc en las células 
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musculares lisas (Ignarro y col, 1984; Rapoport y col, 1983) y que el FRDE podría 
directamente estimular a la guanilato ciclasa soluble de alta afinidad (GCs) 
(Forstermann y col, 1986; Ignarro y col, 1986). En 1987 se concluyó que el NO era el 
responsable de las actividades biológicas del FDRE (Palmer y col, 1987).  
 
1.5.2. Acciones vasculares del óxido nítrico (NO) 
 
En el sistema cardiovascular, el NO es un mensajero de señalización, que 
además de su papel en la relajación vascular, cumple otras funciones como se detallan 
en la Tabla 5. 
 
Tabla 5: Funciones del NO en el sistema cardiovascular  
Función Características Referencias 
Regula la homeostasis 
vascular o tono 
vascular basal 
Produce relajación de las células 
musculares lisas 
Disminuye la concentración 
citoplasmática de Ca2+ 
(Horowitz y col, 1996) 
(Bolotina y col, 1994) 
Mantiene la integridad 
vascular 
y el flujo sanguíneo 
Influye en la liberación endotelial del 
activador de plasminógeno tisular (t-PA) 
Inhibe la agregación y adhesión 
plaquetaria, la síntesis de ADN, 
mitogénesis y proliferación de las células 
musculares lisas vasculares 
(Smith y col, 2003) 
(Giannarelli y col, 2007) 
(Busse y col, 1987)  
(Nakaki y col, 1990) 
Presenta propiedades 
antiaterogénicas 
Disminuye la expresión de moléculas de 
adhesión y la permeabilidad endotelial 
Reduce el flujo de lipoproteínas hacia la 
pared vascular  
Inhibe la oxidación de LDL  
(Gauthier y col, 1995), 
(Fukumura y Jain, 1998) 
(Draijer y col, 1995) 
(Hogg y col, 1993) 
 
Debido a que en esta tesis se realizaron estudios en diferentes modelos de 
incremento de la PA, se describirá en detalle la función del NO como regulador de la 
PA. 
El NO derivado de la eNOS produce relajación de todos los tipos de vasos 
sanguíneos a través de la vía de señalización de la GCs y el GMPc (Ziche y col, 1993; 
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Murad, 1986). Dado que la GCs es un receptor específico de alta afinidad, bajas 
concentraciones de NO (nM) son efectivas en la activación de esta vía (Beckman y 
Koppenol, 1996). La GCs activada produce la conversión de GTP a GMPc. El 
incremento de los niveles de GMPc activa a la proteína quinasa G que activa a 
fosfatasa de la cadena liviana de miosina. La fosfatasa defosforila la cadena liviana de 
miosina impidiendo la formación de puentes cruzados entre la miosina y la actina, 
promoviendo la vasorelajación. El GMPc puede a su vez modular la relajación de las 
células musculares lisas disminuyendo los niveles intracelulares de Ca2+ a través de: i) 
la inhibición de los canales de Ca2+ de tipo L y ii) la activación de canales de K+, 
intercambiadores Na+-Ca2+, ATPasa Ca2+-Na+ y de la proteína fosfolamban del retículo 
sarcoplásmico (Horowitz y col, 1996; Maron y Michel, 2012; Webb, 2003).  
 
1.5.3. Disfunción endotelial 
 
1.5.3.1. Definición 
 
El endotelio es capaz de producir una gran variedad de moléculas diferentes, 
que actúan como agonistas y antagonistas, balanceando los efectos en ambas 
direcciones: vasodilatadores y vasoconstrictores, procoagulantes y anticoagulantes, 
inflamatorios y anti-inflamatorios, fibrinolíticos y antifibrinolíticos, oxidantes y 
antioxidantes, entre otros (Rubanyi, 1993; Vanhoutte, 1999). La disfunción endotelial es 
una condición patológica sistémica que se define como un desbalance entre sustancias 
vasodilatadoras y vasoconstrictoras producidas por el endotelio o por una 
desregulación de las funciones del endotelio (Deanfield y col, 2005). La disfunción 
endotelial puede resultar de diversos procesos patológicos y/o contribuir en ellos, como 
ocurre en la diabetes mellitus, hipercolesterolemia e hipertensión, y también puede 
producirse debido a factores ambientales como productos de tabaco o exposición a 
contaminación ambiental (Cai y Harrison, 2000). Una característica importante de la 
disfunción endotelial es la inhabilidad de las arterias y arteriolas para producir dilatación 
en respuesta a un estímulo por vasodilatadores. La disfunción endotelial se asocia con 
una disminución en la biodisponibilidad de NO (Kaneto y col, 2010; Witting y col, 2007). 
Una baja biodisponibilidad de NO disminuye la habilidad de las células endoteliales 
para ejercer sus funciones en la regulación del tono vascular y en el crecimiento, 
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trombosis y respuesta celular inmune y disminuye la relajación de las células 
musculares lisas de la vasculatura. 
 
1.5.3.2. Biodisponibilidad de óxido nítrico (NO) y su correlato químico: la 
concentración en estado estacionario de óxido nítrico ([NO]EE) 
 
Desde el punto de vista químico, la biodisponibilidad de NO corresponde a la 
concentración en estado estacionario del NO ([NO]EE) La suposición del estado 
estacionario asume que en un momento puntual la velocidad de producción de una 
especie química se iguala a su velocidad de degradación y que la concentración 
resultante (la concentración en estado estacionario) es la responsable de su 
biodisponibilidad. 
Es posible aplicar la suposición del estado estacionario para el NO en las células 
endoteliales como se indica a continuación. 
El término  d NO dt   corresponde a la velocidad de producción de NO catalizada 
por la NOS (ecuación 20).  
 
vProducción NO    
d  NO 
dt
                                                                                              (20)  
 
La velocidad de desaparición del NO depende de una secuencia de reacciones, 
entre las cuales la reacción con el anión superóxido (ecuación 10), adquiere relevancia 
por su elevada constante de velocidad, cercana al límite de difusión, como se indicó en 
la sección 1.2.1.4. El resto de las reacciones se resumen en la ecuación 21,  en donde 
BB representa el conjunto de blancos biológicos del NO diferentes del anión 
superóxido, que también fue asumida como una reacción de segundo orden. 
 
NO + O2
•-    →    ONOO-        v    
O2
•- NO   O2
•-
                                                     (10) 
NO + BB       →   Productos    v       NO                                                 (21) 
 
Por lo tanto, la velocidad de desaparición de NO se puede plantear como lo 
describe la expresión 22: 
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 vDesaparición NO    
d  NO 
dt
     
O2
•- NO   O2
•-
  +     NO                                                            (22) 
 
En la suposición del estado estacionario, la velocidades de aparición y 
desaparición se igualan, por lo tanto es posible calcular [NO]EE (ecuaciones 23-26). 
 
vAparición NO   vDesaparición NO                                                                         (23)                            
 
d  NO 
dt
  
d  NO 
dt
                                                      (24) 
 
vProducción NO     O2
•- NO EE  O2
•-
 
EE
+     NO EE     EE                                            (25)                       
   
 NO EE   
vProducción NO   
 
O2
•-
 O2
•-
 
EE
+         EE
                                                   (26)                            
 
Asumiendo que la concentración de los blancos biológicos no se afecta por el 
tratamiento en estudio, los determinantes de [NO]EE son esencialmente la actividad de 
NOS y la concentración de anión superóxido en estado estacionario. En el esquema de 
la Figura 11 se representan en forma simplificada los determinantes de [NO]EE en una 
célula endotelial y en una célula muscular lisa.  
En la pared vascular, la producción de NO está dada por la actividad de la eNOS 
en las células endoteliales y la degradación depende esencialmente de la reacción del 
NO con el anión superóxido producido por todos los tipos celulares de la pared 
vascular, como se describió en las secciones 1.3.2. y 1.3.4. El NO difunde tanto a la 
célula muscular lisa como al lumen del vaso. En la sangre, el NO participa de diversos 
procesos de oxidación y reducción, entre los cuales el más importante desde el punto 
de vista cuantitativo es la conversión a nitratos y nitritos por reacción con 
oxihemoglobina (Gladwin y col, 2006). 
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Figura 11: Representación esquemática de los determinantes del estado estacionario de NO 
en la célula endotelial y en la célula muscular lisa. eNOS: NO sintasa endotelial. SOD: 
superóxido dismutasa. GCs: guanilato ciclasa soluble de alta afinidad. 
 
Exiten otros determinantes del estado estacionario de NO, no incluídos en este 
esquema como la disponibilidad de sustratos y cofactores para la actividad de la eNOS, 
las alteraciones en la cascada de señalización celular que llevarían a una activación 
inapropiada de eNOS y atrapamiento de anión superóxido por SOD, entre otros (Cai y 
Harrison, 2000).  
 
1.5.3.3. Participación del anión superóxido en la regulación de la presión arterial: 
hipótesis de la biodisponibilidad de óxido nítrico (NO) 
 
El primer estudio que sugiere que el anión superóxido derivado de la xantina 
oxidasa (XO) podía alterar la biodisponibilidad de NO se realizó en ratas 
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espontáneamente hipertensas (SHR). En estos animales, una forma recombinante de 
la SOD disminuyó dramáticamente la PA mientras no tuvo efecto sobre la PA en ratas 
normotensas. En las mismas SHR, el oxipurinol, un inhibidor de la XO, también 
disminuyó la PA sugiriendo un papel de la XO o del anión superóxido proveniente de la 
reacción de XO (Nakazono y col, 1991).  Bajo condiciones fisiológicas, las defensas 
antioxidantes endógenas mantienen en valores bajos la concentración en estado 
estacionario de anion superóxido minimizando la reacción entre NO y el anión 
superóxido.  
Una baja biodisponibilidad de NO, principal característica de la disfunción 
endotelial (Endemann y Schiffrin, 2004), está presente en la hipertensión arterial. 
Además, se demostró que la deleción del gen de eNOS, así como la inhibición crónica 
de la NOS con L-NAME (inhibidor inespecífico de NOS), produjeron un aumento en la 
PA (Huang y col, 1995). La infusión de L-NAME en humanos también indujo incremento 
en la PA (Sander y col, 1999). 
La biodisponibilidad del NO puede mejorarse con estrategias farmacológicas y 
no farmacológicas. Un ejercicio físico regular mejora la función endotelial en individuos 
hipertensos (Higashi y col, 1999) y se ha demostrado que la administración de 
cofactores de la NOS como la BH4 o la L-arginina han producido efectos beneficiosos 
en varios estudios tanto en animales como en pacientes. La administración de BH4 
previno el aumento en la PA y mejoró la función endotelial en ratas con resistencia a la 
insulina (Shinozaki y col, 2000), en personas sanas con deficiencia en función 
endotelial inducida por glucosa (Ihlemann y col, 2003) y en pacientes con enfermedad 
coronaria arterial (Maier y col, 2000) y falla cardíaca crónica establecidas (Hambrecht y 
col, 2000). 
 
1.6.  Compuestos bioactivos de origen vegetal y enfermedad cardiovascular 
(ECV) 
 
1.6.1. Flavonoides y enfermedad cardiovascular (ECV) 
 
Un alto consumo de frutas y vegetales se ha asociado con una disminución del 
riesgo de enfermedades crónicas, como la ECV (Ness y Powles, 1997). 
Recientemente, se evaluó la asociación entre la ingesta de flavonoides dietarios y el 
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riesgo de ECV revisando estudios prospectivos y los resultados sugieren que el 
consumo de ciertos subgrupos de flavonoides: flavonoles, antocianidinas, 
procianidinas, flavonas, flavanonas y flavanoles se asociaron a un menor riesgo de 
ECV (Wang y col, 2014). 
Se han realizado estudios de intervención en humanos investigando el impacto 
de diferentes flavonoides de las frutas y verduras sobre los factores de riesgo de ECV. 
Estos estudios sugirieren que frutas con alto contenido de flavonoles, antocianidinas y 
procianidinas fueron eficaces en inhibir la agregación plaquetaria, producir 
vasodilatación dependiente de endotelio y disminuir la hipertensión (Chong y col, 2010). 
A su vez, frutas ricas en flavanonas han demostrado tener efectos hipocolesterolémicos 
(Borochov-Neori y col, 2008). Macready y col (2014) diseñaron un estudio con el 
objetivo de evaluar la relación entre la ingesta de frutas y verduras con diferentes 
contenidos de flavonoides y la función vascular y otros indicadores de riesgo de ECV 
(Macready y col, 2014), demostrando una asociación positiva entre el consumo de 
frutas y verduras y una mejora en la reactividad microvascular y el estado inflamatorio 
en hombres con riesgo de ECV. La información más alentadora se relaciona con los 
flavanoles (Grassi y col, 2009) como se detalla a continuación. 
 
1.6.2.  Flavanoles  e hipertensión  
 
Observaciones pioneras que relacionan el cacao con la hipertensión fueron 
realizadas por McCullough y col (2006) analizando a los indígenas Kuna de Panamá, 
que presentan una incidencia muy baja de hipertensión y ECV en su ambiente natural 
del archipiélago de San Blas. Cuando los miembros de esta tribu se trasladaban a 
lugares urbanos de Panamá continental, su PA aumentaba. Comparando la dieta de los 
indios Kuna en su ambiente insular, con la de aquellos que se habían trasladado a la 
zona continental se encontró un consumo de cacao diez veces superior en el ambiente 
insular con respecto al entorno continental. Otros factores relevantes para la 
hipertensión, como el sodio, no eran diferentes en ambas dietas. Por lo tanto, se sugirió 
una relación entre el consumo de cacao y los cambios observados en la PA 
(McCullough y col, 2006).  
Un sub-estudio de la población Zutphen analizó el efecto del consumo de 
flavonoides en la incidencia de complicaciones ateroscleróticas en pacientes adultos 
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mayores.  Los resultados de cinco años de monitoreo mostraron que el consumo de 
flavonoides se asoció con una disminución en la mortalidad por enfermedad coronaria 
cardíaca y que hubo una relación inversa con la incidencia de infarto de miocardio 
(Hertog y col, 1993). En la misma población se observó una relación directa entre el 
consumo de cacao y una disminución en la mortalidad cardiovascular y mortalidad por 
todas las causas (Buijsse y col, 2006). 
 
1.6.3.  Hipertensión: definición y epidemiología 
 
La hipertensión se define como PA sistólica (PAS) mayor o igual a 140 mm Hg o 
PA diastólica (PAD) mayor o igual a 90 mm Hg, o el consumo de medicación 
antihipertensiva. 
 Basada en las recomendaciones del 7º Reporte del Comité Nacional Conjunto 
en Prevención, Detección, Evaluación y Tratamiento de la presión arterial sistólica (JNC 
7) (Chobanian y col, 2003), la clasificación de PA para adultos iguales o mayores a 18 
años es la siguiente: 
Normal: PAS menor a 120 mm Hg, PAD menor a 80 mm Hg. 
Prehipertensión: PAS entre 120-139 mm Hg, PAD entre 80-89 mm Hg. 
Hipertensión Etapa 1: PAS entre 140-159 mm Hg, PAD entre 90-99 mm Hg. 
Hipertensión Etapa 2: PAS igual o mayor a 160 mm Hg, PAD igual o mayor a 
 100 mm Hg. 
La hipertensión puede ser primaria, que es la que se desarrolla como resultado 
de causas ambientales o genéticas; o secundaria, que incluye diferentes etiologías 
tales como renal, vascular o endócrina. La hipertensión esencial o primaria es la 
responsable del 90-95% de los casos en adultos y la hipertensión secundaria del 2-
10%.  
Las complicaciones de la hipertensión causan anualmente 9,4 millones de 
muertes en el mundo (Lim y col, 2012). En Argentina, el estudio RENATA (Registro 
Nacional de Hipertensión Arterial) realizado en los años 2008/2009 indicó una 
prevalencia de hipertensión en la población general del 33,5 %, dentro de los cuales el 
37,2% desconocía su enfermedad. Dentro de los pacientes diagnosticados, el 56,2% 
estaban tratados farmacológicamente pero sólo un 26,5 % tenían un buen control de la 
PA (Marin y col, 2012). La Tercera Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (2013) 
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informó una prevalencia de PA elevada del 34,1% (Ministerio de Salud de la República 
Argentina, 2013). 
Existen varias guías de recomendaciones para el tratamiento de la hipertensión. 
La mayoría de los grupos como JNC, Asociación Americana de Diabetes (AAD), 
Asociación Americana del Corazón/Asociación Americana de Enfermedad 
Cardiovascular (AHA/ASA) recomiendan modificaciones en el estilo de vida como 
primer paso en el tratamiento de la hipertensión. AHA/ASA recomienda una dieta baja 
en sodio y alta en potasio y promueve el consumo de frutas, vegetales y productos 
lácteos de bajo contenido de grasa para reducir la PA y disminuir el riesgo de accidente 
cerebrovascular.  
 
1.6.4. Hipertensión asociada a síndrome metabólico (SM) 
 
En 1988, Reaven observó que varios factores de riesgo como dislipidemia, 
hipertensión y resistencia a la insulina, eran concurrentes con alta frecuencia, 
describiendo esta situación como síndrome X, al cual reconoció como factor de riesgo 
múltiple para el desarrollo de ECV y es lo que actualmente se conoce como síndrome 
metabólico (SM) (Reaven, 1988). Entre 1998 y 2009 se discutió la forma de 
diagnosticar este síndrome. Finalmente, se produjo un consenso entre la Federación 
Internacional de la Diabetes (IDF) y la Asociación Americana del Corazón 
(AHA)/Instituto Nacional de Corazón, Pulmón y Sangre (NHLBI) para establecer que el 
criterio de diagnóstico sería la presencia de tres de cinco de los criterios que se 
detallan en la Tabla 6. 
La sobrecarga de fructosa administrada, en el agua de bebida o en la dieta, se 
ha usado para promover en roedores desarreglos metabólicos, hemodinámicos, 
estructurales y funcionales similares a los que se producen en humanos con SM, como 
resistencia a la insulina, niveles altos de triglicéridos plasmáticos, intolerancia a la 
glucosa e hipertensión (Martinez y col, 1994; Kamide y col, 2002; Le y Tappy, 2006).  
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Tabla 6: Criterios para el diagnóstico clínico del SM. 
Medida Punto de corte 
Circunferencia de cintura elevada 
De acuerdo a las definiciones específicas 
según población y país 
TG plasmáticos elevados  
(o tratamiento con drogas para TG elevados)a  
≥ 150 mg/dl (1,7 mM) 
Colesterol-HDL plasmático bajo  
(o tratamiento con drogas anticolesterolémicas)a  
< 40 mg/dl (1,0 mM) en hombres;  
< 50 mg/dl (1,3 mM) en mujeres 
Aumento de PA  
(o tratamiento con drogas antihipertensivas en 
un paciente con historia de hipertensión)a  
PAS  ≥ 130 y/o PAD  ≥ 85 mmHg 
Glucosa plasmática en ayuno elevada  
(o tratamiento con drogas hipoglucemiantes)a  
≥ 100 mg/dL 
a como indicador alternativo; TG: triglicéridos. 
 
1.7. Objetivos e hipótesis 
 
1.7.1. Objetivo general 
 
 El Objetivo general fue estudiar los efectos del flavanol (‒)-epicatequina sobre la 
función vascular, en relación con la modulación de la biodisponibilidad de NO y la 
acción antioxidante.   
 
1.7.2. Hipótesis general 
 
 El flavanol (‒)-epicatequina interviene en la función vascular modulando la 
biodisponibilidad de NO a partir de la regulación de las enzimas NO-sintasa y NADPH-
oxidasa. Estos efectos de la (‒)-epicatequina no se asocian con su capacidad 
antioxidante de atrapar radicales libres. 
 
 
39 
 
1.7.3. Objetivos específicos 
 
1. Evaluación de la (‒)-epicatequina como antioxidante y vasodilatador en sistemas 
químicos y ex vivo. 
i) Capacidad de los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina como 
atrapadores de radicales libres alcoxilo y de anión superóxido in vitro.  
ii) Determinación de las constantes de velocidad de las reacciones de (‒)-
epicatequina y de (+)-catequina con el radical libre alcoxilo.  
iii) Comparación de la capacidad de la (‒)-epicatequina de atrapar radicales 
libres alcoxilo y anión superóxido con otros compuestos antioxidantes. 
iv) Determinación de la capacidad de (‒)-epicatequina y de (+)-catequina para 
producir vasodilatación en ensayos en aorta ex vivo.  
v) Determinación de la capacidad de (‒)-epicatequina y de (+)-catequina para  
inducir la fosforilación en Ser1177 en la NO sintasa endotelial en aorta ex vivo.  
  
2. Evaluación de las acciones de la (‒)-epicatequina sobre la presión arterial y el 
metabolismo de NO y anión superóxido en un modelo experimental de inhibición de 
NOS en ratas.  
i) Determinación de la acción antihipertensiva de (‒)-epicatequina. 
ii) Evaluación de los factores determinantes de la concentración de NO en la 
pared vascular: actividad de NOS y expresión de eNOS.  
iii) Evaluación de la producción de anión superóxido y de la expresión de la 
subunidad de NADPH-oxidasa p47phox. 
iv) Evaluación de indicadores sistémicos de estrés oxidativo. 
 
3. Evaluación de las acciones de la (‒)-epicatequina sobre la presión arterial y el 
metabolismo de NO y anión superóxido en un modelo experimental de administración 
de fructosa en ratas. 
i) Determinación del efecto antihipertensivo de (‒)-epicatequina. 
ii) Evaluación de los factores determinantes de la concentración de NO en la 
pared vascular: actividad de NOS, y expresión y fosforilación en Ser1177 de 
NOS.  
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iii) Evaluación de la producción de anión superóxido y la expresión de las 
subunidades de NADPH-oxidasa p47phox y p22phox. 
iv) Evaluación de la expresión de caveolina-1. 
v) Evaluación de la expresión de NOX4 y la activación de las vías de 
señalización de las MAPK en aorta. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Estudios in vitro de la capacidad antioxidante 
 
2.1.1. Determinación de radicales libres por resonancia paramagnética 
electrónica  
 
La resonancia de espín electrónico o resonancia paramagnética electrónica 
(EPR) es el método de elección para el estudio de especies paramagnéticas, es decir 
especies que contienen electrones desapareados, como los radicales libres. Se trata de 
una rama de la espectroscopía de absorción en la cual una radiación de microondas 
produce la transición de electrones desapareados entre distintos niveles de energía.  
La aplicación de un campo magnético externo (Bo) establecerá inicialmente dos 
niveles de energía en la población de electrones desapareados, dependiendo de la 
orientación del espín del electrón (+½ Ms o -½ Ms) en relación a la dirección de Bo 
(Figura 12).  Este desdoblamiento de energía es conocido como efecto Zeeman (Atkins 
y de Paula, 2008). La diferencia de energía que separa los niveles (∆En) corresponde a  
la ecuación 27:  
 
 ∆En = g BB0                                                                                                                                                                (27) 
 
Donde g es el factor de desdoblamiento espectroscópico (2,0023 para un 
electrón desapareado libre) y B es el magnetón de Bohr (Atkins y de Paula, 2008). 
Dependiendo de la presencia de núcleos con momentos magnéticos se obtendrán 
divisiones en más niveles energéticos, permitiendo diferenciar los espectros obtenidos. 
Los principales componentes de un espectómetro de EPR son la fuente de microondas, 
la cavidad en la cual se inserta la muestra, el detector de microondas y un electroimán 
(Figura 13). El espectro de EPR se obtiene registrando la energía de microondas 
absorbida al variar el valor del campo magnético. 
 
 
42 
 
 
 
Figura 12: Gráfico de desdoblamiento de energía de los electrones en un campo magnético B0. 
 
 
                 
 
Figura 13: Principales componentes del equipo de EPR e imagen del espectrómetro utilizado 
en el desarrollo de esta tesis. 
 
Para la detección de los radicales libres derivados de la descomposición térmica 
del 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) se utilizó la técnica de 
atrapamiento de espín. El fundamento de la técnica consiste en colocar en el medio de 
reacción en el cual se están generando el/los radicales libres, un compuesto 
diamagnético denominado atrapador de espín (AE), que no es un radical libre. Los 
radicales libres reaccionan rápidamente con el AE a través de una reacción de adición 
generando un aducto con carácter de radical libre. Este aducto resulta más estable que 
el radical original y se acumula en función del tiempo (ecuación 28). Dadas sus 
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propiedades paramagnéticas y al incremento de concentración por acumulación este 
aducto radical será detectado por el espectrómetro de EPR. 
 
      AE       +        R•                               •AE-R                                       (28) 
  Especie no       Radical libre                    Aducto radical libre 
 radical libre         en estudio                              (estable) 
                            (inestable)         
 
 
En este caso se estudiaron los radicales libres generados por la descomposición 
térmica del AAPH, como se muestra en la Figura 14.  
 
 
Figura 14: Mecanismo de descomposición térmica del AAPH. Tomado de Karoui y col (2011). 
 
La vida media del AAPH es aproximadamente de 175 h a 37ºC y pH 7,0, por lo 
tanto la velocidad de producción es constante durante las primeras horas del 
experimento (Niki, 1990; Yamamoto y col, 1984). 
Como atrapador de espín se utilizó alfa-fenil-N-ter-butil nitrona (PBN), cuya 
estructura y reacción genérica con radicales libres se indica en la Figura 15. 
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Figura 15: Estructura química de alfa-fenil-N-ter-butil nitrona (PBN) y reacción con un radical 
libre. 
 
Para evaluar la capacidad de atrapamiento de los radicales libres generados por 
el AAPH, se diseñó un ensayo de competencia entre los compuestos antioxidantes en 
estudio y el PBN. 
Se prepararon soluciones de PBN y AAPH en buffer fosfato de sodio (Na3PO4) 
50 mM, pH 7,4, y se las mantuvo a 37ºC y a 0ºC, respectivamente, hasta el momento 
de iniciar la reacción. Simultáneamente se prepararon soluciones de (‒)-epicatequina y 
(+)-catequina 10 mM en agua destilada. La reacción se llevó a cabo en un volumen 
final de 100 l conteniendo PBN 70 mM, AAPH 20 mM y el antioxidante en estudio.  
Las concentraciones ensayadas para cada antioxidante fueron: (‒)-epicatequina y (+)-
catequina ente 1-100 M, ácido ascórbico 50 M, ácido úrico 300 M y glutatión 
reducido 5 M y 5 mM. La mezcla de reacción se agitó con un vórtex, se transfirió a 
una pipeta pasteur de vidrio y la medida de EPR se realizó 3 min luego del inicio de la 
reacción. La obtención de los espectros de EPR se llevó a cabo a 20 ± 2ºC en un 
espectrómetro Bruker EMXplus (Karlsruhe, Alemania) de 50 kHz de frecuencia de 
modulación. Los parámetros del equipo fueron fijados en: centro de campo, 3515 
gauss; amplitud de barrido, 50 gauss; potencia de microondas, 20 mW; frecuencia de 
microondas, 9,87 GHz; amplitud de modulación, 1 G; ganancia del detector, 1x105; 
tiempo de conversión, 81,92 ms; tiempo de barrido, 83,89 s y constante de tiempo, 
81,92 ms (Dikalov y col, 2008). 
 
2.1.2. Determinación de la producción de anión superóxido 
 
2.1.2.1. Fundamento de la técnica 
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La detección de anión superóxido se realizó midiendo la quimioluminiscencia 
producida por su reacción con lucigenina (Li y col, 1998). Como se ilustra en la Figura 
16, la lucigenina (originalmente un dicatión) se reduce captando un electrón y 
generando un radical libre catión. Este radical libre reacciona con el anión superóxido y 
se genera un intermediario dioxetano inestable. El dioxetano se descompone para 
producir dos moléculas de N-metilacridona, una de las cuales se encuentra 
electrónicamente excitada y se desexcita emitiendo un fotón. Por lo tanto, a través de la 
emisión de fotones podemos monitorear la producción de anión superóxido.  
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Figura 16: Secuencia de reacciones que desencadenan la quimioluminiscencia derivada de la 
lucigenina mediada por anión superóxido. Tomado de Li y col (1998). 
 
2.1.2.2. Determinación de la producción de anión superóxido in vitro 
 
Para los ensayos in vitro se utilizó al sistema xantina-XO como sistema 
generador de anión superóxido (Nishikimi, 1975). Se colocó lucigenina 50 M y xantina 
25 M en viales conteniendo 1 ml de buffer Krebs (HEPES 20 mM, NaCl 118 mM, KCl 
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4,6 mM, MgSO4.7H2O, NaHCO3 5 mM, NaH2PO4 0,4 mM, Na2HPO4 0,15 mM, Cl2Ca 1,2 
mM, glucosa 5,5 mM) a 37°C (Li y col, 2004). Se inició la reacción mediante el 
agregado de XO 3 mU/ml. La quimioluminiscencia se monitoreó durante 6 min 
utilizando un contador de centelleo líquido LKB Wallac 1209 (Rackbeta, Turku, 
Finlandia), en el modo quimioluminiscencia, es decir, con el circuito de coincidencia 
desconectado. Se obtuvieron las curvas típicas de la quimioluminiscencia de la 
lucigenina en cuentas por segundo (cps) en función del tiempo (Figura 17 A) y se 
calcularon las áreas bajo la curva (ABC). Se llevó a cabo el ensayo a diferentes 
concentraciones de XO (0- 6,25 mU/ml) para seleccionar la concentración óptima que 
resultó 3 mU/ml (Figura 17 A).  Se utilizó SOD para evaluar la especificidad del ensayo 
para anión superóxido (Figura 17 B).  
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Figura 17: A) Gráfico representativo de quimioluminiscencia de lucigenina (cps) en función del 
tiempo a diferentes concentraciones de XO: 0 (  ); 1,56 (●); 3,00 (○) y 6,25 (▼) (mU/ml) y 
xantina 25 M. B) Quimioluminiscencia de lucigenina (en ABC) del sistema xantina 25 M/ XO 
(3 mU/ml) en presencia (Control) y en ausencia de 100 U de SOD. Las ABC correspondientes a 
la quimioluminiscencia de lucigenina se expresaron como el % del Control.         
 
2.2. Estudios ex vivo de la acción vasodilatadora 
 
Los estudios ex vivo se realizaron en aorta de ratas macho Sprague-Dawley 
adultas. Para ello, los animales fueron sacrificados, se expuso la cavidad torácica y 
rápidamente se removió la aorta torácica. Luego se sumergió la misma en buffer Krebs, 
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se eliminó el tejido adiposo perivascular circundante y se cortaron anillos de diferentes 
tamaños dependiendo de la determinación: i) producción de anión superóxido (2-3 
mm), ii) reactividad vascular en baño de órgano aislado (4 mm) o iii) fosforilación de 
eNOS (7 mm). 
 
2.2.1. Determinación de la producción de anión superóxido ex vivo 
 
Se midió la producción de anión superóxido en anillos de aorta. Los anillos de 
aorta se colocaron en viales conteniendo buffer Krebs y lucigenina 50 M en un 
volumen final de 1 ml y se incubaron a 37°C. Se inició la reacción mediante el agregado 
de NADPH 40 M. La quimioluminiscencia se monitoreó durante 8 min utilizando el 
contador de centelleo líquido previamente detallado en la sección 2.1.2. y se obtuvieron 
las curvas de quimioluminiscencia en cps en función del tiempo (Figura 18), de cuya 
integración se obtuvieron las ABC (Boger y col, 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Quimioluminiscencia de lucigenina en anillos de aorta de rata. Gráfico 
representativo de quimioluminiscencia de lucigenina en cps en función del  tiempo para 0 mg 
(●); 1,3 mg (○); 2,1 mg (▼) y 3,8 mg (   ) de peso de anillos de aorta de rata.  
 
2.2.2.   Reactividad vascular de anillos de aorta en baño de órgano aislado 
 
Los ensayos de reactividad vascular se realizaron sobre anillos de aorta. Cada 
anillo se colocó en un baño de órgano aislado sumergido en buffer Krebs a 37 ºC y 
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gaseado con una mezcla de 95% (v/v) de oxígeno y 5% (v/v) de dióxido de carbono. Se 
registró la tensión a través de un transductor de fuerza (modelo FT 03 B, Grass 
Instrument Co, West Warwick, Rodhe Island, EE. UU.) acoplado a un polígrafo (modelo 
RPS 7C 8, Grass Instrument Co, West Warwick, Rodhe Island, EE. UU.) para la medida 
de la tensión isométrica (Zarzuelo y col, 1991; Pérez-Vizcaíno y col, 1991). Los anillos 
se llevaron a una tensión basal de 2 g. Durante 60 min se lavaron los anillos de aorta 
con buffer Krebs fresco a intervalos de 15 min para permitir la estabilización del 
sistema. Los anillos fueron precontraídos con fenilefrina 10-7 M y luego se procedió a la 
realización de la curva de relajación en función de la concentración de (‒)-epicatequina 
o (+)-catequina (10-500 M). Esta determinación se llevó a cabo en la Cátedra de 
Farmacología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos 
Aires. 
 
2.2.3. Determinación de la fosforilación de eNOS en anillos de aorta  
 
Se evaluó la fosforilación de eNOS en anillos de aorta de rata. Los anillos de 
aorta se incubaron en buffer Krebs, gaseado con una mezcla de 95% de oxígeno y 5% 
de dióxido de carbono, a 37°C durante 15 min. Luego se incubaron durante 15 min en 
dimetilsulfóxido (DMSO) 1x10-3 % (v/v) o en soluciones de (‒)-epicatequina o de (+)-
catequina 10 M en DMSO 1x10-3 % (v/v). Al final de la incubación, los tejidos se 
congelaron a -80°C hasta el momento de su utilización para la determinación del nivel 
de fosforilación de la eNOS mediante la técnica de western blot como se detalla en la 
sección 2.3.6.9. 
 
2.3. Estudios in vivo: Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en 
modelos experimentales en ratas 
 
2.3.1. Animales y tratamientos 
 
2.3.1.1. Estudio I: Ratas tratadas con el metil éster de N-nitro-L-arginina (L-
NAME).  Efecto de la administración de (‒)-epicatequina en la dieta 
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Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 135 ± 5 g de peso provenientes 
del Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos 
Aires. El alojamiento, el manejo y los procedimientos experimentales se realizaron de 
acuerdo con la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio, publicado por el 
Instituto Nacional de Salud (Publicación N° 85-23, 1996, Bethesda, Maryland, EE. UU.). 
 Las ratas se alojaron en jaulas individuales bajo condiciones de humedad y 
temperatura (22-23ºC) controladas, en ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Luego de una 
semana de adaptación a la dieta y a las condiciones de alojamiento, se procedió con el 
tratamiento mediante la administración de L-NAME en el agua de bebida (360 mg/l) y/o 
(‒)-epicatequina agregada a una dieta control en diferentes cantidades: 0,2; 1,0 o 4,0 g 
de (‒)-epicatequina/kg de dieta. Los animales se dividieron aleatoriamente en los 
siguientes grupos (n = 8 para cada grupo):   
Grupo Control: que recibió agua como bebida y dieta control. 
Grupo L-NAME: que recibió L-NAME en el agua de bebida y dieta control. 
Grupo L-NAME+EPI: que recibió L-NAME en el agua de bebida y dieta control 
suplementada con (–)-epicatequina. 
La dieta control se preparó como se describe en la Tabla 7 (Olin y col, 1995) y se 
suplementó con las cantidades de (‒)-epicatequina indicadas anteriormente a expensas 
de igual cantidad de dextrosa.  
 
Tabla 7: Composición de la dieta control 
Ingrediente 
Cantidad 
(g/kg dieta) 
Hidratos de carbono 
 
595 
 
Proteínas 
 
210 
 
Grasas 
 
80 
 
Mezcla de minerales 
 
40 
 
Mezcla de vitaminas 60 
Fibras 15 
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Para experimentos seleccionados, se incluyó un cuarto grupo recibiendo dieta 
control administrada con (‒)-epicatequina en una concentración final de 4,0 g/kg y agua 
de bebida (grupo EPI). En todos los casos las dietas se prepararon 48 h antes de su 
uso. Los animales consumieron la dieta y la bebida ad libitum durante el período de 
tiempo indicado para cada experimento. El peso corporal y el consumo de comida y 
bebida se midieron diariamente. Al final del tratamiento, los animales se pesaron y se 
procedió a la eutanasia utilizando CO2. Se obtuvo sangre por punción cardíaca 
utilizando heparina sódica como anticoagulante y se separaron aorta y corazón para 
estudios bioquímicos.   
 
2.3.1.2. Estudio II: Ratas tratadas con sobrecarga de fructosa como modelo de 
síndrome metabólico. Efecto de la administración de (‒)-epicatequina en la dieta  
 
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 115 ± 10 g de peso provenientes 
del Bioterio del Departamento de Patología de la Facultad de Ciencias Médicas, 
Instituto de Medicina y Biología Experimental de Cuyo (IMBECU)-CONICET, 
Universidad Nacional de Cuyo (Mendoza, Argentina). El alojamiento, el manejo y los 
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Guía para el cuidado y 
uso de animales de laboratorio, publicado por el Instituto Nacional de Salud 
(Publicación N° 85-23, 1996, Bethesda, Maryland, EE. UU.). Las ratas se alojaron en 
jaulas individuales bajo condiciones de humedad y temperatura (22-23ºC) controladas, 
en ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Luego de una semana de adaptación a la dieta y a 
las condiciones de alojamiento, se procedió con el tratamiento mediante la 
administración de fructosa (10% p/v) en el agua de bebida y (‒)-epicatequina agregada 
a una dieta control en una cantidad de 0,2 g/kg de dieta. Los animales se dividieron 
aleatoriamente en los siguientes grupos (n = 10 para cada grupo):   
Grupo Control: que recibió agua como bebida y dieta control. 
Grupo FRU: que recibió fructosa en el agua de bebida y dieta control. 
Grupo FRU+EPI: que recibió fructosa en el agua de bebida y dieta control 
suplementada con (–)-epicatequina. 
 
La dieta utilizada para este estudio fue provista por GEPSA Feeds (Buenos 
Aires, Argentina) y su composición se indica en la Tabla 8. Las dietas se prepararon 48 
h antes de su uso. Los animales consumieron la dieta y la bebida ad libitum y se 
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midieron el consumo de comida y bebida dos veces por semana a lo largo de las 8 
semanas de tratamiento. Al final del tratamiento se mantuvo a los animales en ayuno 
por 12 h, luego fueron pesados y anestesiados con ketamina (50 mg/kg) y 
acepromazina (1mg/kg). Se obtuvo sangre por punción cardíaca utilizando heparina 
sódica como anticoagulante y se separaron aorta y corazón para estudios bioquímicos.  
El tratamiento de los animales, la determinación de PAS y las determinaciones 
de triglicéridos, colesterol y glucosa, se realizaron en el Departamento de Patología de 
la Facultad de Ciencias Médicas, Instituto de Medicina y Biología Experimental de Cuyo 
(IMBECU)-CONICET, Universidad Nacional de Cuyo (Mendoza, Argentina). 
 
Tabla 8: Composición de la dieta control. 
Ingrediente Cantidad 
(g/kg dieta) 
Hidratos de carbono  
 
587 
 
Proteínas 
 
240 
 
Grasas 
 
60 
 
Mezcla de minerales 
 
70 
 
Mezcla de vitaminas 21 
Fibras 22 
 
2.3.2. Determinación de la presión arterial sistólica (PAS) en ratas  
 
El registro de la PAS se realizó en ratas conscientes y preacondicionadas 
mediante el empleo de un pletismógrafo digital de cola (SC1000; Hatteras Instruments, 
Cary, Carolina del Norte, EE. UU.) para el Estudio I. Para el Estudio II se utilizó 
un  polígrafo Grass (Modelo 7, Grass Instruments Co., Quincy, Massachusetts, EE. 
UU.). Para ello las ratas fueron mantenidas en un ambiente termostatizado a 32ºC 
durante 15 min. Luego se inmovilizó a las ratas en un cepo y se les colocó en la cola el 
dispositivo para determinación de la PAS conectado a un transductor de pulso. Los 
valores indicados corresponden al promedio de tres registros sucesivos para cada 
animal. 
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2.3.3. Obtención de muestras 
 
Luego del sacrificio de los animales se obtuvo sangre que se dividió en dos 
alícuotas: i) para obtención de plasma para la determinación de GSSG y GSH y ii) para 
obtención de plasma para el resto de las determinaciones analíticas y bioquímicas. 
Para la determinación de GSSG y GSH la sangre se procesó como se indica en la 
sección 2.3.6.3. Para el resto de las determinaciones bioquímicas la sangre se  
centrifugó a 6000 g durante 1 min (Jones y col, 1998).  
Se extrajo la aorta, se sumergió en buffer Krebs y se limpió del tejido adiposo 
perivascular circundante.  Se cortaron anillos de entre 1 y 2 mm de espesor para 
histología e inmunohistoquímica y para determinación de actividad de NOS, 
respectivamente. El resto de la aorta se dividió en dos partes y se conservó a -80ºC 
para la realización de otros estudios.  
Las dos fracciones de aorta se utilizaron en la preparación de homogeneizados 
según la medición a realizar: 
i) Para evaluar la producción de anión superóxido dependiente de NADPH, los 
homogeneizados de aorta se prepararon en homogeneizador Potter-Elvehjem con 
vástago de teflón en una relación 100 mg tejido/500 l de buffer Krebs. Luego los 
homogeneizados se centrifugaron a 600 g durante 5 min para descartar los núcleos y 
restos celulares y se separaron los sobrenadantes con los cuales se efectuaron las 
medidas. 
ii) Para evaluar la expresión de proteínas por western blot, los homogeneizados de 
aorta se prepararon en homogeneizador Potter-Elvehjem con vástago de teflón en una 
relación de 100 mg tejido/300 l de buffer HEPES 50 mM conteniendo NaCl 150 mM, 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 mM, Tritón® X-100 1% (v/v), mezcla de 
inhibidores de proteasas (Complete, EDTA-free, Roche, Basilea, Suiza), Na3VO4 10 
mM y FNa 50 mM. Luego los homogeneizados se centrifugaron a 600 g durante 5 min 
para descartar los núcleos y restos celulares y se separaron los sobrenadantes con los 
cuales se efectuaron las medidas. 
 
2.3.4. Determinación del contenido de proteínas 
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El análisis de la concentración de proteínas se realizó i) a partir de la técnica 
descripta por Bradford (Bradford, 1976) y ii) a partir de la técnica descripta por Lowry 
(Lowry y col, 1951). La lectura de absorbancia para ambos ensayos se realizó en un 
espectrofotómetro Jasco UV/Vis modelo 78500 (Tokio, Japón). Se utilizó seroalbúmina 
bovina (BSA) como estándar. 
 
2.3.5.  Morfometría de la aorta 
 
Los anillos de aorta se fijaron en formaldehído al 10% (v/v) y luego se incluyeron 
en parafina. Se cortó el tejido en secciones de 5 m de espesor, que fueron teñidas 
con hematoxilina-eosina. Las fotos fueron realizadas con una cámara digital Cool Snap 
perteneciente a un microscopio Olympus BX50 (Olympus, Tokio, Japón). Para cada 
aorta, se determinaron el perímetro interno y externo y sus respectivos radios y áreas 
utilizando el programa Image J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, EE. 
UU.). El espesor de la aorta se calculó como la diferencia entre el radio externo y el 
radio interno. Los resultados se expresan como el cociente entre espesor de la pared y 
el diámetro de la luz  (Xiong y col, 2011).  
 
2.3.6. Determinaciones analíticas y bioquímicas 
 
2.3.6.1.  Determinación de NNitro-L-Arginina (L-NNA) 
 
El contenido de L-NNA fue determinado en plasma por la técnica de 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Se utilizó teofilina (1 mM) como 
estándar interno, que se agregó a las muestras de plasma previo a la precipitación de 
las proteínas con ácido perclórico (HClO4) 3,3 % (v/v). Luego se centrifugaron las 
muestras durante 2 min a 10000 g y los sobrenadantes se ultrafiltraron (Centricon YM-
30, Amicon, Millipore, Billerica, Massachusetts, EE. UU.). Los ultrafiltrados fueron 
analizados por HPLC utilizando una columna en fase reversa C8. Como fase móvil se 
utilizó ácido heptano sulfónico 18,5 mM y metanol 10% (v/v) (pH 2,7) (Tabrizi-Fard y 
Fung, 1996). La detección e identificación de L-NNA se llevó a cabo con un detector UV 
a 280 nm  en un equipo HPLC Perkin Elmer modelo 250 (Waltham, Massachusetts, EE. 
UU.). 
54 
 
2.3.6.2.  Determinación de (‒)-epicatequina en plasma 
 
El contenido de (‒)-epicatequina fue determinado en plasma por HPLC. 
Muestras de plasma (175 l) se trataron con 20 l de ácido acético glacial, conteniendo 
enzimas -glucuronidasa (1000 U) y sulfatasa (50 U), y se incubaron a 37°C durante 45 
min. Al finalizar la incubación, se agregó a las muestras 200 l de metanol acidificado 
(ácido acético 0,5 % (v/v) en metanol), se centrifugaron 45 min a 14000 g y luego se 
ultrafiltraron (Centricon YM-30, Amicon, Millipore, Billerica, Massachusetts, EE. UU.). 
Los ultrafiltrados se analizaron por HPLC en fase reversa con columna Supelcosil LC-
C18 (Supelco Analytical, Bellefonte, Pensilvania, EE. UU.). Se realizó un gradiente de 
acetonitrilo en acetato de sodio 50 mM (pH 4,4) y metanol 4% (v/v). La detección de 
(‒)-epicatequina se llevó a cabo fluorométricamente (λ exc= 276 nm y λem= 316 nm) en 
un equipo Agilent modelo 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.) 
(Schroeter y col, 2006).  
 
2.3.6.3. Determinación de glutatión oxidado (GSSG) y glutatión reducido (GSH) 
 
La determinaciones de GSSG y GSH se realizaron mediante HPLC previa 
derivatización con cloruro de dansilo (Jones y col, 1998). Inmediatamente luego de 
obtener las muestras de sangre, se trataron con una solución de preservación (buffer 
Tris 100 mM, borato 10 mM, serina 5 mM, EDTA 1 mM, pH 8,5) (Neal y col, 1998) 
conteniendo sal sódica de heparina (0,5 mg), sal sódica de batofenantrolina disulfonato 
(1 mg) y ácido iodoacético (2 mg) por ml de solución. Luego se centrifugaron las 
muestras durante 30 s a 3000 g. Se separaron los sobrenadantes y se les adicionó una 
solución de HClO4 10 % (p/v) conteniendo ácido bórico 0,2 M y, como estándar interno, 
-glutamil glutamato 10 M. Se centrifugaron las muestras y se adicionó ácido 
iodoacético. Se ajustó el pH a 9,0 con una solución KOH/tetrahidroborato. Luego de la 
derivatización con cloruro de dansilo, se extrajo con cloroformo el cloruro de dansilo sin 
reaccionar y las muestras se resolvieron por HPLC usando una columna Supelcosil LC-
NH2 (Supelco Analytical, Bellefonte, Pensilvania, EE. UU.). Se realizó un gradiente de 
solventes: (Solvente A: metanol/agua 80% (v/v) y solvente B: solución de metanol y 
buffer acetato (pH 4,6)). La detección de GSSG y GSH se realizó fluorométricamente 
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(λex  330 nm; λem = 530 nm) en un equipo Agilent modelo 1100 (Agilent Technologies, 
Santa Clara, California, EE. UU.).  
 Las determinaciones por HPLC se realizaron en el Departamento de Nutrición y 
Departamento de Toxicología Ambiental de la Universidad de California (Davis, EE. 
UU).  
  
2.3.6.4.  Determinación de glucosa, triglicéridos, colesterol total y colesterol-HDL  
 
El contenido de glucosa se midió en sangre utilizando un glucómetro (Accu-Chek 
Performa, Roche, Buenos Aires, Argentina). La concentración de triglicéridos, colesterol 
total y colesterol-HDL en plasma se midió utilizando productos para análisis y detección 
comerciales provistos por GTLab (Buenos Aires, Argentina). La concentración de 
colesterol-LDL se calculó por diferencia entre el colesterol total y el colesterol-HDL.   
 
2.3.6.5. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 
Inmediatamente luego de la centrifugación de la sangre se obtuvieron alícuotas 
de 75 l de plasma. A cada alícuota se le agregó 50 l de butilhidroxitolueno 4 % (p/v) 
en etanol, 500 l de dodecil sulfato de sodio (SDS) 3 % (p/v), 300 l de ácido 
fosfotúngstico 10 % (p/v) y 2 ml de HCl 0,1 M y se agitó la mezcla. Luego se agregó 1 
ml de ácido tiobarbitúrico 0,7 % (p/v) y se incubó a 90°C durante 45 min. El complejo 
formado con ácido tiobarbitúrico se extrajo con 2 ml de butanol (Fraga y col, 1987) y se 
midió la fluorescencia en el sobrenadante (λex= 515 nm; λem= 555 nm) utilizando un 
espectrofluorómetro Hitachi F-3010 (Tokio, Japón). Los resultados se expresaron en 
equivalentes de malondialdehído (MDA). El estándar de MDA se preparó a partir de 
1,1,3,3-tetrametoxipropano (Lotito y Fraga, 1998).  
 
2.3.6.6. Determinación de nitratos y nitritos  
 
La determinación de nitratos (NO3
‾) y nitritos (NO2
‾) se realizó en plasma 
mediante la reacción de Griess, en la cual los nitritos reaccionan con la sulfanilamida 
(SA) a pH ácido para formar la SA diazotizada. En un paso posterior, la reacción entre 
la SA diazotizada y el diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (NED) genera un 
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producto diazonio que es un cromóforo púrpura rojizo que absorbe a 543 nm (Romitelli 
y col, 2007) (Figura 19). 
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Figura 19: Reacción de Griess. Tomado de Miranda y col (2001). 
 
Para determinar el contenido total de NO2
‾ y NO3
‾, se realizó la reducción previa 
de los NO3
‾ a NO2
‾ por acción de la enzima nitrato reductasa (ecuación 29). 
        Nitrato reductasa 
NO3
‾  +  NADPH  +  H+                           NO2
‾   +  NADP+  +  H2O                             (29)                          
 
Con el objetivo de remover las proteínas que pueden producir interferencias, las 
muestras se ultrafiltraron (Centricon YM-30, Amicon, Millipore, Billerica, Massachusetts, 
EE. UU.). Se tomaron 60 l del plasma desproteinizado, a los cuales se les adicionó 30 
l de NADPH 50 M, 80 l de una mezcla de glucosa-6-fosfato 1,9 mM, G6PD 0,6 
U/ml, nitrato reductasa 0,3 U/ml y cantidad suficiente de buffer fosfato 30 mM (pH 7,1) 
para completar 300 l. Después de 2 h de incubación a temperatura ambiente se 
procedió a la detección de NO2
‾ por reacción con SA y NED. Se adicionaron 300 l de 
SA 1% (p/v) y 300 l de diclorhidrato de NED 0,1% (p/v) y se determinó la absorbancia 
a 543 nm (Verdon y col, 1995). En paralelo se realizó una curva de calibración 
utilizando NaNO2 y NaNO3 como estándares. La curva de NaNO3 se utiliza para definir 
la eficiencia de reducción por parte de la enzima nitrato reductasa y efectuar la 
correspondiente corrección, por comparación con la de NaNO2. La eficiencia de 
reducción  fue de 70-80%.  
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2.3.6.7. Determinación de la actividad de óxido nítrico sintasa (NOS) 
 
Se determinó la actividad de NOS como la cantidad de [14C]L-citrulina generada 
a partir de [14C]L-arginina (Costa y col, 2004). Cortes de 2-3 mm de aorta de longitud se 
incubaron en buffer Krebs gaseado con una mezcla de 95% de oxígeno y 5% de 
dióxido de carbono, durante 30 min, con [14C]L-arginina-HCl 0,5 Ci/ml como sustrato 
de la NOS. Para determinar la conversión de [14C]L-arginina a [14C]L-citrulina, las 
aortas se homogeneizaron en 500 l de buffer HEPES 20 mM conteniendo EDTA 0,5 
mM y ácido etilenglicol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) 0,5 mM (pH 
5,5) y luego se centrifugaron a 8000 g por 10 min. El sobrenadante se pasó por una 
columna conteniendo 1 ml de resina Dowex AG 50W-X8 (forma Na+) hidratada 
previamente con el mismo buffer que se utlizó para homogeneizar las muestras. Se 
eluyeron las muestras con 2 ml de agua destilada. La cantidad de [14C]L-citrulina 
generada se determinó con un contador de centelleo líquido (Wallac 1414 WinSpectral, 
Turku, Finlandia) y los resultados se expresaron como pmol/g aorta.min. Estas 
determinación se realizó en la Cátedra de Fisiología, Instituto de Química y 
Metabolismo del Fármaco (IQUIMEFA)-CONICET, Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires.   
 
2.3.6.8. Determinación de la producción de anión superóxido en homogeneizados 
de aorta 
 
La producción de anión superóxido en homogeneizados de aorta se realizó 
siguiendo la emisión de la reacción con lucigenina (Li y col, 2004). Para establecer las 
condiciones de medida primero se caracterizó el sistema experimental en términos de 
concentración de muestra y tipo de cofactor (NADH  y NADPH) (Figura 20). 
En un ensayo típico, se colocó una cantidad de proteína de homogeneizado de 
aorta (dentro del rango de linealidad del ensayo) en viales conteniendo 1 ml de buffer 
Krebs a 37°C. Se inició la reacción mediante el agregado de lucigenina 50 M y 
NADPH 40 M. La quimioluminiscencia se monitoreó durante 10 min y se calculó el 
ABC. Se realizaron controles con SOD, tempol y difenilidonio para evaluar la 
especificidad del ensayo.  
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Figura 20: A) Quimioluminiscencia de lucigenina de homogeneizado de aorta de rata en 
función del tiempo en presencia de: 0 (●,○);  25 (■,□); 50 (▼,  ) y 100 (  ,  ) g de proteína. Los 
símbolos llenos corresponden a NADPH 40 M y los símbolso vacíos a NADH 40 M. B) 
Quimioluminiscencia de lucigenina en función del tiempo para 0 (●), 10 (○), 20 (▼), 40 (  ) y 100 
(■) g de proteína de homogeneizado de aorta medida en presencia de lucigenina 50 M y 
NADPH 40 M. C) Gráfico representativo de quimioluminiscencia de lucigenina en ABC en 
función de la cantidad de proteína de homogeneizados de aorta. 
 
Para expresar los resultados de quimioluminiscencia como concentración de 
anión superóxido se realizó un ensayo espectrofotométrico que permite cuantificar la 
velocidad de producción de anión superóxido del sistema xantina-XO a través de su 
reacción con ferricitocromo c. En este ensayo el anión superóxido reduce el 
ferricitocromo c a ferrocitocromo c y la reacción se sigue midiendo la absorbancia a 550 
nm. La reacción se realizó a diferentes concentraciones de XO (0-6,25 mU/ml) 
manteniendo constante las concentraciones de xantina (25 M) y de ferricitocromo c 
(20 M) en buffer Krebs a 37°C en un volumen final de 1 ml (Van Gelder y Slater, 
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1962). Se midió la absorbancia a 550 nm durante 5 min y se calculó la velocidad de 
producción de anión superóxido, expresada en nM/min, en función de la concentración 
de XO (Figura  21 A). 
Se midió la velocidad de producción de anión superóxido generada por el 
sistema xantina-XO mediante el ensayo de quimioluminiscencia de lucigenina 
reproduciendo las mismas condiciones a las cuales se llevó a cabo el ensayo 
espectrofotométrico, a los fines de establecer una relación entre la velocidad de 
producción de anión superóxido y las cuentas emitidas en este ensayo. Se colocaron 
lucigenina 50 M y xantina 25 M en viales conteniendo 1 ml de buffer Krebs a 37°C. 
Se inició la reacción mediante el agregado de XO (0-6,25 mU/ml), se monitoreó la 
quimioluminiscencia durante 8 min y se obtuvieron las ABC (Figura 21 B). Finalmente 
se correlacionó la quimioluminiscencia en ABC y la velocidad de producción de anión 
superóxido, que luego se usó para interpolar la quimioluminiscencia en ABC obtenida 
para las muestras (Figura 21 C) (Ohara y col, 1993).  
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Figura 21: Producción de anión superóxido 
generado por el sistema xantina-XO. A) 
Velocidad de producción de anión superóxido 
expresada en nM/min en función de la 
concentración de XO, medido 
espectrofotométricamente por la reacción con 
ferricitocromo c. B) Área bajo la curva (ABC) 
correspondiente a la quimioluminiscencia de 
lucigenina en función de la concentración de 
XO. C) Correlación entre quimioluminiscencia 
de lucigenina (expresada como ABC) y 
velocidad de producción de anión superóxido 
medida por espectrofotometría.  
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2.3.6.9. Determinacion de la expresión de proteínas por western blot 
 
Para evaluar la expresión de proteínas en homogeneizados de aorta y en 
plasma de rata se llevaron a cabo ensayos de western blot. Inicialmente, las muestras 
se adicionaron con buffer Tris-HCl 200 mM (pH 6,8) conteniendo SDS 5% (p/v), glicerol 
50% (v/v), -mercaptoetanol 12,5% (v/v) y azul de bromofenol 0,025% (p/v) y se 
incubaron durante 5 min a 95ºC. Las proteínas (30-70 g dependiendo de la proteína a 
analizar) se separaron por electroforesis (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, Hercules, 
California, EE. UU.) en geles de poliacrilamida 10 % (p/v) en condiciones 
desnaturalizantes. Luego de la electroforesis, las proteínas se electrotransfirieron a una 
membrana de polivinideno fluoruro utilizando una solución compuesta por Tris 25 mM, 
glicina 192 mM y metanol 20% (v/v) en un Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules, 
California, EE. UU.) a 110V durante 90 min. Estándares de peso molecular (Full-Range 
Rainbow Molecular Weight Marker-GE Healthcare, Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.) 
se corrieron simultáneamente. Las membranas de bloquearon a temperatura ambiente 
durante 2 h en una solución conteniendo leche descremada 5% (p/v) en buffer fosfato 
salino (PBS)(HPO4Na2 8,09 mM, H2PO4Na.H2O 1,47 mM, NaCl 145 mM, pH 7,5) para 
impedir la unión inespecífica del anticuerpo a otras proteínas. Luego las membranas se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluido en una solución de leche 
descremada 1% (p/v) en PBS conteniendo Tween 20 al 0,1 % (v/v) durante 16 h a 4°C. 
A continuación, se realizaron 3 ciclos de lavado de las membranas de 5 min con PBS-
Tween y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa durante 90 min a temperatura ambiente. Las diluciones de los anticuerpos 
primarios y secundarios se detallan en la Tabla 9. Las bandas se revelaron usando el 
sistema de detección quimioluminiscente ECL-plus (Amersham Pharmacia Biotech, 
Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.). Las placas se escanearon y el análisis 
densitométrico se llevó a cabo utilizando el programa ImageJ (National Institute of 
Health, Bethesda, Maryland, EE. UU.). La cantidad de proteína sembrada se normalizó 
por el contenido de -tubulina. La cantidad de las proteínas fosforiladas se normalizó 
por el contenido de la proteína total correspondiente.Los resultados se expresan en 
unidades arbitrarias de densidad óptica (U.A). 
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Tabla 9: Anticuerpo primario usado para cada proteína evaluada por western blot. 
Proteína a 
determinar 
Anticuerpo primario Proveedor Dilución 
p-eNOS# Monoclonal de conejo, anti p-eNOS 
(Ser1177)(C9C3): 9570  
1 1/500 
eNOS# Policlonal de conejo, anti eNOS (N-20):  
sc-654  
2 1/500 
Tubulina# Policlonal de conejo, anti -tubulina (H-
235): sc-9104  
2 1/1000 
Nitrotirosinas& Monoclonal de ratón, anti nitrotirosina 
(HM11): sc-32731  
2 1/500 
p47phox* Policlonal de cabra, anti p47phox (C-20):  
sc-76600  
2 1/1000 
p22phox* Policlonal de cabra, anti p22phox (C-17): 
sc-11712  
2 1/500 
NOX4* Policlonal de cabra, anti NOX4 (N-15): sc-
21860  
2 1/500 
Caveolina-1& Monoclonal de ratón, anti caveolina-1 
(4H312): sc-70516  
2 1/1000 
p-JNK& Monoclonal de ratón, anti p-JNK (G-7): sc-
6254  
2 1/1000 
JNK# Policlonal de conejo, anti JNK (FL):  
sc-572  
2 1/1000 
p-ERK& Monoclonal de ratón, anti p-ERK (E-4): sc-
7383  
2 1/1000 
ERK# Policlonal de conejo, anti ERK1 (C-16): 
sc-93  
2 1/500 
p-p38# 
Policlonal de conejo, anti p-p38: 9211 
1 1/1000 
p38# 
Policlonal de conejo, anti p38 (H-147): 
sc-7149  
2 1/1000 
1 Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, EE. UU). 
2 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU). 
* Ac. secundario usado: Ac. de conejo anti IgG de cabra (sc-2768), Santa Cruz Biotechnology. 
# Ac. secundario usado: Ac. de cabra anti IgG de conejo (sc-2030), Santa Cruz Biotechnology. 
& Ac. Secundario usado: Ac. de cabra anti IgG de ratón (sc-2005), Santa Cruz Biotechnology. 
Los anticuerpos secundarios se utilizaron en un rango de dilución de 1/5000-1/10000. 
 
62 
 
2.3.6.10. Expresión y localización de p47phox por inmunohistoquímica 
 
Los anillos de aorta se fijaron en una solución de paraformaldehído 4% (p/v) 
durante 20 min a temperatura ambiente y se sumergieron en una solución de sacarosa 
al 30% (p/v) en PBS por 24 h, como proceso de crioprotección. Se mantuvieron los 
tejidos a -80°C hasta el momento de realizar cortes de 17 m utilizando un crióstato 
Leica 1850 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Para realizar el ensayo de 
inmunohistoquímica, se lavaron las secciones de aorta dos veces con PBS, una vez 
con PBS-Tween 0,3% (v/v) y se bloquearon durante 2 h a 37°C con una solución de 
BSA 5% en PBS-Tween. Se incubaron las secciones con anticuerpo primario anti-
p47phox (1:50) durante 16 h a 4°C en cámara húmeda y luego con anticuerpo 
secundario de conejo anti-cabra (1:1000) conjugado con el fluoróforo Cy3 durante 2 h y 
se tiñeron los núcleos con Hoechst 33342 (Oberhammer y col, 1993). Las 
observaciones microscópicas se realizaron con un microscopio láser confocal espectral 
(Olympus FV 1000, Olympus Corp., Tokio, Japón) provisto de una cámara digital Cool-
Snap, para evaluar la colocalización de la autofluorescencia verde de la elastina con la 
proteína p47phox. Se midió la densidad óptica integrada relativa al área y se determinó 
para cada condición en 5 campos elegidos al azar. La evaluación de los datos se llevó 
a cabo utilizando el programa ImagePro Plus 4,5 software (Media Cybernetics, Silver 
Spring, MD, EE. UU.). Esta determinación se realizó en la Cátedra de Química 
Biológica, Instituto de Química y Fisicoquímica Biológicas (IQUIFIB)-CONICET, 
Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires.   
 
2.4. Reactivos 
 
 Los reactivos (+)-catequina, (‒)-epicatequina, metil éster de Nω-nitro-L-arginina 
(L-NAME), Nω-nitro-L-arginina (L-NNA), alfa-fenil-N-ter-butil nitrona (PBN), ácido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox®), ácido ascórbico, ácido úrico, 
glutatión reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG), dinitrato de N,N'-dimetil-9,9'-
biacridinium (lucigenina), xantina, xantina oxidasa (XO), N-hidroxietil-piperazina-N-
ácido etanosulfónico (HEPES), Cl2Ca, NaH2PO4.H2O, MgSO4.7H2O, FNa, Na3VO4, 
glucosa, ácido iodoacético, teofilina, serina, borato, sulfatasa, -glucuronidasa, sal 
sódica de heparina, sal sódica de batofenantrolina disulfonato, nicotinamida adenina 
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dinucleótido (NADH), nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), ácido etilenglicol-bis(2-aminoetil éter)-
N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), fenilefrina, nitrato reductasa, glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (G6PD), glucosa-6-fosfato, sulfanilamida (SA), N-(1-naftil)-
etilendiamina (NED),1,1,3,3-tetrametoxipropano, seroalbúmina bovina (BSA) y el 
reactivo de Folin Ciocalteau se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, 
Missouri, EE. UU.). Los reactivos Tritón® X-100, Tween 20, glicerol y persulfato de 
amonio se obtuvieron de Promega (Madison, Wisconsin, EE. UU.). Los reactivos 
acrilamida,  Bis (N,N'-metileno-bis-acrilamida) y glicina se obtuvieron de Bio-Rad 
Laboratories, Inc. (Hercules, California, EE. UU.). Los reactivos NaCl, NaHCO3, 
Na2HPO4 y -mercaptoetanol se obtuvieron de Merck Química Argentina S.A. (Carlos 
Spegazzini, Buenos Aires). El reactivo 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro 
(AAPH) se obtuvo de Wako Chemicals USA, Inc. (Virginia, EE. UU.). Los reactivos 
Cl2Ca, KCl y ácido perclórico (HClO4) se obtuvieron de Mallinckrodt Pharmaceuticals 
(Hazelwood, Missouri, EE. UU.) Los reactivos dodecil sulfato de sodio (SDS), HCl y 
dimetilsulfóxido (DMSO) se obtuvieron de Anedra S.A. (San Fernando, Buenos Aires). 
Los reactivos N,N,N´,N´-tetrametilendiamina (Temed), ácido fosfotúngstico y cloruro de 
dansilo se obtuvieron de Fisher Scientific (Fair Lawn, Nueva Jersey, EE. UU.). El ácido 
heptano sulfónico se obtuvo de Taylor Scientific (St. Louis, Missouri, EE. UU.). El -
glutamil glutamato se obtuvo de MP Biomedicals Corp. (Irvine, California, EE. UU.). El 
butanol se obtuvo de Dorwil (Belgrano, Buenos Aires). La [14C]L-arginina se obtuvo de 
PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Boston, Massachusetts, EE. UU.). La 
fructosa se obtuvo de Droguería Saporiti (Colegiales, Buenos Aires). Los anticuerpos 
utilizados en los ensayos de western blot se obtuvieron de Cell Signaling Technology 
(Danvers, Massachusetts, EE. UU) y de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, 
California, EE. UU) como se detalló en la Tabla 9. El anticuerpo de conejo anti-cabra 
conjugado con el fluoróforo Cy3 se obtuvo de Jackson ImmunoResearch Laboratories 
(West Grove, Pensilvania, EE. UU.). Los reactivos metanol, acetonitrilo y ácido acético 
glacial fueron calidad HPLC. Para la preparación de reactivos se utilizó agua 
bidestilada obtenida utilizando el equipo Barnstead E-pure (Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts, EE.UU). 
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2.5. Estadística 
 
Los datos se analizaron mediante un análisis de las varianzas (ANOVA) 
utilizando el programa StatView 5.0 (Instituto SAS, Cary, Carolina del Norte, EE. UU.). 
Para examinar las diferencias entre la media de los grupos se utilizó el test de mínima 
diferencia significativa de Fisher. Los resultados se expresaron como el valor promedio 
± SEM. Se consideró estadísticamente significativa una diferencia de p < 0,05.  
 Para el análisis de los datos del gráfico de la Figura 25 (sección 3.1.2.) se realizó 
una Prueba de diferencias entre pendientes de regresiones lineales simples, utilizando 
los paquetes estadísticos SPSS versión 19.0 e Infostat. 
 El cálculo de la CI50 en las secciones 3.1.4. y 3.1.7. se realizó usando la función 
dosis-respuesta en el software GraphPad Prism 4.0. 
 
  
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
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3.1. Estudio de la capacidad antioxidante directa de los flavanoles (‒)-
epicatequina y (+)-catequina como atrapadores de radicales libres 
 
 Para explicar las acciones biológicas de los compuestos fenólicos de origen 
vegetal en animales se han propuesto diferentes mecanismos como se indicó en la 
sección 1.2.3.1. Estos mecanismos se pueden agrupar en: i) acciones antioxidantes 
directas, relacionadas esencialmente con la presencia de grupos fenólicos y ii) 
acciones antioxidantes indirectas, dependientes de las características químicas y 
estructurales particulares de cada compuesto fenólico. En la primera parte de este 
capítulo se evaluaron: i) el atrapamiento de radicales libres por los flavanoles (‒)-
epicatequina y (+)-catequina, como acciones antioxidantes directas y ii) el efecto sobre 
la reactividad vascular de ambos flavanoles en anillos de aorta aislada.  
 
3.1.1. Efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre el atrapamiento de 
radicales libres derivados del AAPH  in vitro 
 
La capacidad de atrapamiento de radicales libres derivados del AAPH por parte 
de (‒)-epicatequina y (+)-catequina in vitro se evaluó mediante la técnica de EPR. Para 
realizar este estudio los radicales libres se generaron a través de la descomposición 
térmica del AAPH en medio acuoso, utilizando como atrapador de espín al PBN. Se 
obtuvo la señal correspondiente a un sexteto con constantes de acoplamiento aN =15,4 
G y aH = 4,04 G (Figura 22). De acuerdo a estos valores la señal puede asignarse a un 
aducto de PBN con un radical libre alcoxilo (RO•) representado como •PBN-RO 
(Nakajima y col, 2012). 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: Espectro de EPR del 
aducto •P N-RO formado durante la 
incubación de AAPH en presencia 
del atrapador de espín PBN. Se 
indican las constantes de 
acoplamiento aH y aN. 
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 Durante los primeros 10-20 min de reacción se produjo un crecimiento en la 
intensidad de la señal del aducto •P N-RO. En la Figura 23 A se muestra el incremento 
de la intensidad en función del tiempo para los dos primeros picos de la señal 
(espectros parciales). Para los experimentos siguientes se fijó el campo magnético del 
espectómetro en la posición correspondiente a un máximo de la señal original, en este 
caso 3500 G (indicado con una flecha en la Figura 23 A) y se determinó el incremento 
en la intensidad en función del tiempo durante la reacción entre el radical libre alcoxilo 
derivado del AAPH y el PBN. Este ensayo se realizó en ausencia y en presencia de (‒)-
epicatequina y de (+)-catequina, que al ser compuestos antioxidantes compiten con el 
PBN para reaccionar con el radical libre alcoxilo. En la Figura 23 B se muestra el 
incremento de la señal del aducto •P N-RO en función del tiempo en ausencia y en 
presencia de dos concentraciones de (‒)-epicatequina. Para la expresión de los 
resultados en velocidad de formación del aducto •P N-RO (M/min) se realizó una 
curva de calibración con un análogo hidrosoluble de la vitamina E, Trolox®, que se usa 
como antioxidante estándar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: A) Espectros parciales del aducto •P N-RO a diferentes tiempos. La flecha indica 
un máximo de la señal, correspondiente a 3500 G. B) Gráfico representativo de intensidad de la 
señal del aducto •P N-RO en función del tiempo monitoreado a 3500 G en ausencia (  ) y en 
presencia de (‒)-epicatequina 1 M (  ) y 10 M (  ).  
A 
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La Figura 24 muestra la velocidad de formación del aducto •P N-RO en 
presencia de distintas concentraciones de los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-
catequina. Se observó que al aumentar la concentración de los flavanoles hasta 100 
M la velocidad de formación del aducto •P N-RO disminuyó. Ambos flavanoles 
produjeron una disminución significativa en la velocidad de formación del aducto •P N-
RO a partir de una concentración 10 M. El porcentaje de disminución a dicha 
concentración fue de 38 y 33% para (‒)-epicatequina y (+)-catequina, respectivamente. 
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Figura 24: Velocidad de formación del aducto •P N-RO en presencia de diferentes 
concentraciones de (‒)-epicatequina (A) y de (+)-catequina (B). Control indica velocidad de 
formación del aducto •P N-RO en ausencia de flavanoles. Los valores indican el promedio ± 
ESM (n = 4). *p < 0,05 vs. Control. #p < 0,0001 vs. Control.  
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Para el cálculo de las constantes de velocidad de reacción se aplicó un análisis 
análogo al desarrollado por Stern-Volmer (Nakajima y col, 2012), como se describe a 
continuación. Cuando en el medio de reacción están presentes el radical libre (RO•) y 
el atrapador de espín PBN, tiene lugar la reacción 30. Si además está presente un 
antioxidante, en este caso un flavanol (FL) se producirán dos reacciones paralelas (31 
y 32): 
 
RO• + PBN → aducto •PBN-RO             v        RO•  P N                                       (30) 
 
     + PBN  →    aducto •PBN-RO     v    P N RO•  P N                                       (31) 
     + FL     →    ROH + FL•          v     L RO•   L                          
 
Donde kPBN y kFL son las constantes de velocidad de las reacciones entre el 
radical libre y el atrapador de espín y el radical libre y el flavanol, respectivamente. 
Definiendo I0 e I como las intensidades de las señales de EPR para la reacción 
en ausencia y en presencia de los compuestos antioxidantes, respectivamente, se 
puede establecer que I es proporcional a kAE [RO•][PBN] y que I0-I es proporcional a kFL 
[RO•][FL], y se obtiene la ecuación: 
 
  0 -  
 
   
  0
 
-1   
  L  RO•   L 
 P N RO•  P N 
                                                                                       
 
Durante los momentos iniciales de la reacción (tiempo = 0), las cantidades  de 
PBN y de FL que se consumen son despreciables con respecto a la concentración 
inicial, por lo tanto podremos reemplazar [PBN] y [FL] por los valores conocidos [PBN]0 
y [FL]0 respectivamente. 
 
 0
 
-1    
  L
 P N
  
  L 0
 P N 0
                                               
        
 A partir de los valores de velocidad de formación del aducto •P N-RO a las 
diferentes concentraciones de (‒)-epicatequina y (+)-catequina analizadas, se realizó el 
gráfico de la ecuación 34, en donde I0 e I se reemplazaron por sus equivalentes v0 y v, 
RO• 
(32) 
(33) 
(34) 
69 
 
que corresponden a la velocidad de formación del aducto •P N-RO en ausencia y en 
presencia del flavanol correspondiente, respectivamente (Figura 25). 
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Figura 25: Gráfico de ((v0/v)-1) en función de [FL]0/[PBN]0, para (‒)-epicatequina ( , línea 
discontínua), (+)-catequina (□, línea punteada) y Trolox® (▼, línea contínua). [FL]0 (o [Trolox®]0) 
y [PBN]0 representan las concentraciones iniciales de los diferentes antioxidantes y de PBN, 
respectivamente. La pendiente de la recta representa kFL/kPBN. Los resultados indican el 
promedio ± ESM (n = 4). 
  
 
3.1.2. Cálculo de las constantes de velocidad de la reacción del radical libre 
alcoxilo con (‒)-epicatequina y (+)-catequina 
 
Tomando de literatura la constante de velocidad de reacción del Trolox® con el 
radical libre alcoxilo y a través de los valores de las pendientes del gráfico de ((v0/v)-1) 
en función de [FL]0/[PBN]0 o [Trolox®]0/[PBN]0 y según las ecuaciones 30-34, se 
estimaron las constantes de velocidad de reacción de (‒)-epicatequina (kEPI) y (+)-
catequina (kCat) con el radical libre alcoxilo. Los resultados se muestran en la Tabla 10 
e indican que no hay diferencias significativas entre las constantes de velocidad. 
 
 
 
 
 
0                     2                     4                     6                     8                     
[FL]0/[PBN]0  (x 10
-4
) 
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Tabla 10: Valores de kFL para (‒)-epicatequina y (+)-catequina 
 
Compuesto 
kTrolox® o FL/kPBN 
(U.A.) 
kTrolox® o FL 
(M-1s-1) 
Trolox® 2768 ± 204 (4,83 ± 0,37) x 106 a 
(‒)-Epicatequina 2392 ± 337 (4,17 ± 1,21) x 106 
(+)-Catequina 2141 ± 254 (3,74 ± 1,01) x 106 
Los resultados indican el promedio ± ESM.  Los datos se analizaron mediante la prueba de 
diferencias entre pendientes de regresiones lineales simples. a(Sueishi y col, 2014) 
 
 
3.1.3. Comparación entre (‒)-epicatequina y otros compuestos presentes en 
sistemas biológicos como atrapadores del radical libre alcoxilo derivado del 
AAPH  
 
Se comparó la capacidad de la (‒)-epicatequina como atrapador del radical libre 
alcoxilo con la de diferentes compuestos presentes en los sistemas biológicos: 
ascorbato (Asc-), urato (Ur-) y glutatión (GSH). El estudio se llevó a cabo midiendo la 
capacidad para atrapar el radical libre alcoxilo derivado del AAPH usando el ensayo de 
EPR. Para el Asc- y el Ur- se seleccionaron las concentraciones 50 M y 300 M, 
respectivamente, como representativas de las concentraciones plasmáticas (Ames y 
col, 1981). En el caso del GSH se ensayaron dos concentraciones, 5 M y 5 mM, como 
representativas de las concentraciones plasmática e intracelular, respectivamente (Wu 
y col, 2004). 
 La intensidad de la señal de EPR del aducto •P N-RO se monitoreó durante 5 
min en ausencia (Control) y en presencia de los diferentes compuestos ensayados. Los 
resultados se expresan como la velocidad de formación del aducto •P N-RO y se 
muestran en la Figura 26.  
La velocidad de formación del aducto •PBN-RO fue significativamente menor en 
presencia de Asc-, Ur- y GSH 5 mM (-81%, -75% y -80%, respectivamente). El efecto 
de la (‒)-epicatequina fue dependiente de la concentración. La velocidad de formación 
del aducto •PBN-RO no se modificó en presencia de (‒)-epicatequina 1 M y disminuyó 
significativamente a la concentración 10 M (-28%).  
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Figura 26: Velocidad de formación del aducto •P N-RO en ausencia (Control) y en presencia 
de (‒)-epicatequina (EPI), ascorbato (Asc-), urato (Ur-) y glutatión (GSH). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 4). *p < 0,05 vs. Control; #p < 0,05 vs. Asc-, Ur- y GSH 5 M y 5 mM. 
 
3.1.4. Efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre el atrapamiento de anión 
superóxido in vitro 
 
Para evaluar la capacidad de (‒)-epicatequina y (+)-catequina como atrapadores 
de anión superóxido in vitro se utilizó como sistema generador del radical libre la 
reacción entre xantina y XO. El anión superóxido se detectó midiendo la 
quimioluminiscencia generada por su reacción con lucigenina durante 6 min. Se realizó 
una curva dosis-respuesta de los flavanoles en un rango de concentraciones de 0,1 a 
100 M. En la Figura 27 se muestran las curvas típicas de la quimioluminiscencia de la 
lucigenina en función del tiempo, para diferentes concentraciones de (‒)-epicatequina y 
de (+)-catequina.  
A partir de las curvas de quimioluminiscencia de lucigenina en función del tiempo 
se calcularon las áreas bajo la curva (ABC), que indican la cantidad total de anión 
superóxido detectado en el intervalo de tiempo. 
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Figura 27: Quimioluminiscencia de lucigenina en presencia de xantina (25 M) y XO (3 mU/ml) 
en función del tiempo en presencia de 0 (■); 0,1 (  ); 0,3 (▼) y 1 (○) M de (‒)-epicatequina (A) 
o (+)-catequina (B). En ambos gráficos se muestra la quimioluminiscencia de lucigenina en 
ausencia de XO (●).  
 
En la Figura 28 se comparan los valores de quimioluminiscencia (expresados 
como % de la quimioluminiscencia obtenida en ausencia de flavanoles (Control)) en 
función de la concentración de (‒)-epicatequina y (+)-catequina. Puede observarse que 
para ambos flavanoles se produce una disminución en la detección de anión 
superóxido que depende de la concentración del flavanol. La disminución resultó 
significativa a partir de 0,3 M de (‒)-epicatequina y (+)-catequina (-36% y -37%, 
respectivamente) (Figuras 28 A y B). 
A partir de los datos de los gráficos de detección de anión superóxido en función 
de la concentración de los flavanoles, fue posible realizar la curva dosis-respuesta para 
obtener la CI50. Para ello, los datos experimentales se ajustaron a una función 
sigmoidea (y = 1/1+e-x), donde la cantidad del flavanol se grafica como el logaritmo de 
la concentración (insertos de las Figuras 28 A y B). La CI50, que se expresa con un 
intervalo de confianza del 95%, resultó de 0,34-0,65 M para (‒)-epicatequina y de 
0,39-1,35 M para (+)-catequina. Observamos entonces que ambos flavanoles poseen 
valores de CI50 en el mismo orden de magnitud.  
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Figura 28: Detección de anión superóxido in vitro en función de la concentración de (‒)-
epicatequina (A) y de (+)-catequina (B). Los valores se expresan como % de la 
quimioluminiscencia obtenida en ausencia de flavanoles (Control). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 5). Los insertos de los gráficos A y B muestran la curva dosis-respuesta 
de (‒)-epicatequina y (+)-catequina para la detección de anión superóxido in vitro, 
respectivamente. *p < 0,001 vs. Control. 
 
3.1.5. Comparación entre (‒)-epicatequina y otros compuestos presentes en 
sistemas biológicos como atrapadores de anión superóxido  
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Se estudió la capacidad de (‒)-epicatequina como atrapador de anión 
superóxido en comparación con la de Asc-, Ur- y GSH. Se utilizó como sistema 
generador de anión superóxido la reacción entre xantina y XO. Las concentraciones de 
los antioxidantes ensayadas son las mismas que se utilizaron en el estudio detallado en 
la sección 3.1. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 29. La 
quimioluminiscencia de lucigenina resultó significativamente menor en presencia de 
todos los antioxidantes ensayados respecto del Control (en ausencia de antioxidantes). 
La (‒)-epicatequina en concentración 1 M resultó menos eficiente atrapando el anión 
superóxido que Asc- 50 M, GSH 5 mM y (‒)-epicatequina 10 M.  
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Figura 29: Detección de anión superóxido en ausencia (Control) y en presencia de (‒)-
epicatequina (EPI) y de diferentes compuestos antioxidantes. Los valores indican el promedio ± 
ESM (n = 3). *p < 0,0001 vs. Control; #p < 0,05 vs. EPI 10 M, Asc- y GSH 5 mM.  
 
3.1.6. Efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre el atrapamiento de anión 
superóxido en anillos de aorta  
 
Se evaluó el atrapamiento de anión superóxido por (‒)-epicatequina y (+)-
catequina en un ensayo ex vivo utilizando anillos de aorta de rata. Las fuentes de anión 
superóxido en este experimento fueron las enzimas de la familia de la NOX presentes 
en la pared vascular. El ensayo se inició por el agregado de NADPH 40 M y lucigenina 
50 M. Se monitoreó la quimioluminiscencia durante 10 min en ausencia (Control) y en 
presencia de (‒)-epicatequina o (+)-catequina 1 y 10 M. Cuando las muestras se 
# 
 
*
# 
 
*
# 
 
*
# 
 
*
# 
 
*
# 
 
*
# 
 
EPI 
10 M 
 
Asc
-
 
50 M 
 
Control 
 
EPI 
1 M 
 
Ur
-
 
300 M 
 
GSH 
5 M 
 
GSH 
5 mM 
 
75 
 
incubaron con (‒)-epicatequina o (+)-catequina 1 M, la detección de anión superóxido 
resultó similar a la de la muestra Control. Ambos flavanoles produjeron una reducción 
significativa en la detección de anión superóxido a una concentración 10 M, de 22% y 
28% para (‒)-epicatequina y (+)-catequina, respectivamente (Figura 30). 
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Figura 30: Detección de anión superóxido en anillos de aorta en ausencia (Control) y en 
presencia de (‒)-epicatequina (EPI) o (+)-catequina (Cat). Se midió la quimioluminiscencia de 
lucigenina en presencia de NADPH. Los valores representan el ABC por peso de anillo de aorta 
y se expresan como % de la quimioluminiscencia obtenida en ausencia de flavanoles (Control). 
Los valores indican el promedio ± ESM (n = 5). *p < 0,05 vs. Control. 
 
3.1.7.  Efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre la relajación vascular en 
anillos de aorta  
 
Este ensayo se realizó en anillos de aorta de ratas midiendo relajación, 
evidenciada como la disminución en la contracción inicial máxima obtenida con 
fenilefrina 10-7 M frente al agregado acumulativo de (‒)-epicatequina o (+)-catequina 
(10-500 M). En la  igura 31 se observa que tanto (‒)-epicatequina como (+)-catequina 
produjeron relajación de los anillos de aorta en forma dependiente de la concentración. 
En ambos casos se alcanzó una relajación máxima a una concentración similar. No se 
encontraron diferencias entre las curvas obtenidas para cada flavanol ni en los valores 
de CI50 calculados (80-112 M y 89-132 M para (‒)-epicatequina y (+)-catequina, 
respectivamente, expresadas con un intervalo de confianza del 95%) (Figura 31). 
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Figura 31: Relajación vascular inducida por (‒)-epicatequina (●) y (+)-catequina (○) en anillos 
de aorta de ratas inicialmente contraídos con fenilefrina 10-7 M. El gráfico muestra la relajación 
de los anillos en función de la concentración de los flavanoles. Los valores indican el promedio 
± ESM (n = 4).  
 
 
3.1.8. Efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre la fosforilación de eNOS en 
anillos de aorta  
 
Se evaluó el efecto de (‒)-epicatequina y (+)-catequina sobre la fosforilación de 
eNOS en anillos de aorta de rata. El ensayo se llevó a cabo incubando durante 10 min 
los anillos de aorta con DMSO 1x10-3 % (v/v) (grupo Control), o con (‒)-epicatequina o 
(+)-catequina 10 M en DMSO 1x10-3 % (v/v) (grupos EPI y Cat, respectivamente). A 
continuación se hicieron homogeneizados de los anillos de aorta y se llevó a cabo un 
ensayo de western blot para evaluar la fosforilación de eNOS en el residuo Ser1177, 
que es un sitio de activación de la enzima. 
Los resultados muestran que tanto (‒)-epicatequina como (+)-catequina 
produjeron aumentos similares en los niveles de fosforilación en Ser1177 de eNOS con 
respecto al Control (Figura 32).  
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Figura 32: A) Imagen representativa de un western blot para la fosforilación de eNOS en el 
residuo Ser1177 de homogeneizados de anillos de aorta de rata obtenidos luego de la 
incubación de anillos de aorta con DMSO 1x10-3 % (v/v) (Control), (‒)-epicatequina (EPI) o (+)-
catequina (Cat). B) Gráfico correspondiente a la cuantificación de la fosforilación de la proteína 
eNOS. Se midieron los niveles de eNOS total como control de carga. Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 3). *p < 0,05 vs. grupo Control.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
Control                   EPI                     Cat  
                            10 M                 10 M          
* 
 
* 
 
B 
eNOS   
 
p-eNOS
Ser1177
 
Control             EPI                  Cat 
78 
 
3.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en ratas tratadas con L-
NAME 
 
Se estudió el efecto de la administración de (–)-epicatequina en la dieta sobre la 
PAS en un modelo de disminución de la producción de NO en ratas tratadas con L-
NAME. El L-NAME es un análogo de la L-arginina y actúa como inhibidor competitivo 
de la actividad de NOS (Rees y col, 1990). Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley 
de 135 ± 5 g de peso que recibieron un tratamiento con L-NAME (360 mg/l de agua de 
bebida) y/o (–)-epicatequina (0,2- 4,0 g/kg de dieta control) durante 4 d. Las ratas se 
dividieron al azar conformando tres grupos: grupo Control, que recibió agua como 
bebida y dieta control; grupo L-NAME, que recibió L-NAME en el agua de bebida y 
dieta control y grupo L-NAME+EPI, que recibió L-NAME en el agua de bebida y dieta 
control suplementada con (–)-epicatequina. 
 
3.2.1.  Peso corporal, índice cardíaco y evaluación del consumo de L-NAME y (–)-
epicatequina de los animales durante el tratamiento experimental 
 
El peso corporal, tanto al inicio como al final del tratamiento, el índice cardíaco 
(peso del corazón/peso corporal) y el consumo de bebida y alimento no fueron 
significativamente diferentes entre los grupos estudiados (Tabla 11). 
 
Tabla 11. Peso corporal inicial y final, índice cardíaco y consumo de bebida y alimento 
de los grupos experimentales. 
Parámetro 
Grupos 
Control L-NAME L-NAME+EPI 
Peso corporal inicial (g) 152 ± 2 152 ± 2 152 ± 3 
Peso corporal final (g) 171 ± 3 182 ± 7 179 ± 8 
Índice cardíaco 4,2 ± 0,4 4,0 ± 0,1 3,9 ± 0,2 
Consumo de bebida (ml/día) 27 ± 2 25 ± 2 24 ± 2 
Consumo de alimento (g/día) 17 ± 1 16 ± 1 14 ± 2 
El L-NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 8). 
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A partir de los datos de ingesta diaria de bebida y alimento indicadas en la Tabla 
11, se calcularon las cantidades de L-NAME y (–)-epicatequina consumidas por los 
animales (Tabla 12). Dado que el consumo de bebida fue similar en los grupos L-NAME 
y L-NAME+EPI, la cantidad de L-NAME consumido no resultó significativamente 
diferente. Este resultado se corroboró a través de la determinación de la concentración 
plasmática del metabolito del L-NAME, N-nitro-L-Arginina (L-NNA), que no resultó 
significativamente diferente entre ambos grupos (Tabla 12). Las ratas que no recibieron 
L-NAME en la bebida no presentaron niveles detectables de L-NNA en plasma.  
En el grupo L-NAME+EPI la cantidad de (–)-epicatequina consumida fue de 304 
± 16 mg/kg peso corporal/d, que se asoció a una concentración plasmática de 6,0 M 
(correspondiente a la sumatoria de (–)-epicatequina libre y sus metabolitos sulfatados y 
glucuronidados). Los grupos que no recibieron (–)-epicatequina en la dieta (grupos 
Control y L-NAME), no mostraron niveles detectables de (–)-epicatequina plasmáticos 
(Tabla 12).  
Con el objeto de evaluar posibles interacciones entre ambos compuestos se 
diseñó un protocolo con un grupo experimental adicional, que recibió agua como 
bebida y dieta suplementada con (–)-epicatequina 4,0 g/kg de dieta (grupo EPI). En 
este grupo, la concentración plasmática de (–)-epicatequina al final del tratamiento 
resultó similar a la concentración medida en el grupo L-NAME+EPI (Tabla 12). 
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Tabla 12: Concentraciones plasmáticas de N-nitro-L-Arginina y de (–)-epicatequina y 
cálculo de cantidad consumida de L-NAME y de (–)-epicatequina de los grupos 
experimentales 
 
Grupos 
Parámetro Control L-NAME EPI L-NAME+EPI 
Cantidad consumida de L-NAME 
(mg/kg peso corporal/día) 
- 39 ± 1 - 40 ± 1 
L-NNA plasmático (M) nd 39 ± 9 nd 50 ± 7 
Cantidad consumida de (–)-epicatequina 
(mg/kg peso corporal/día) 
- - 364 ± 28 304 ± 16 
(–)-Epicatequina plasmática (M) nd nd 9 ± 1 6,0 ± 0,9 
El L-NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 8).  
nd hace referencia a valores que se encuentran por debajo de los límites de detección en las 
condiciones ensayadas en cada determinación. 
 
3.2.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la presión arterial sistólica (PAS) en 
ratas tratadas con L-NAME 
 
La PAS determinada al comienzo del estudio fue similar en los cuatro grupos 
experimentales. La PAS en los grupos Control y EPI no se modificó significativamente a 
lo largo del tratamiento. Al finalizar el tratamiento, en el día 4, la PAS en el grupo L-
NAME resultó significativamente más alta que en los grupos Control, EPI y L-
NAME+EPI (Figura 33 A). Para evaluar el efecto de diferentes cantidades de (–)-
epicatequina en la dieta, se midió la PAS de 4 grupos de ratas recibiendo L-NAME en 
el agua de bebida y diferentes cantidades de (–)-epicatequina en la dieta (0; 0,2; 1,0 y 
4,0 g/kg dieta) durante 4 d. Se observó que el efecto en la reducción de la PAS fue 
dependiente de la cantidad de (–)-epicatequina presente en la dieta (Figura 33 B) 
siendo 1,0 g/kg de dieta la cantidad más baja que generó ese efecto. 
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Figura 33: A) Evolución de la PAS en grupos Control (●), L-NAME (■), EP  (□) y L-NAME+EPI 
(○). El L-NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la 
dieta control (4,0 g/kg de dieta). B) Variación de la PAS (calculada como PASdía 4 - PASdía 0) en 
función de la cantidad de (–)-epicatequina en la dieta en las ratas tratadas con L-NAME. Los 
valores indican el promedio ± ESM  (n = 8). *p < 0,05 vs. grupos Control, EPI y L-NAME+EPI. 
#p < 0,05 vs. grupo L-NAME. 
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3.2.3. Efecto de la remoción de (–)-epicatequina de la dieta sobre la presión 
arterial sistólica (PAS) en ratas tratadas con L-NAME 
 
Para establecer la relación causal entre la (–)-epicatequina en la dieta y la 
disminución de la PAS, se diseñó el siguiente protocolo experimental. A dos grupos de 
ratas se les administró durante 4 d L-NAME y dieta control (grupo L-NAME) o dieta 
suplementada con (–)-epicatequina en una cantidad de 1,0 g/kg de dieta (grupo L-
NAME+EPI). Transcurridos los 4 d se retiró la (–)-epicatequina de la dieta en el grupo 
L-NAME+EPI y se mantuvo a los animales en tratamiento con L-NAME durante los 7 d 
siguientes, como se indica en el siguiente esquema de tratamiento.  
 
 
 
 
 
En la Figura 34 se muestran los resultados de dicho experimento. 
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Figura 34: Efecto de la remoción de la (–)-epicatequina de la dieta sobre la PAS en ratas 
tratadas con L-NAME. Evolución de la PAS en los grupos L-NAME (●) y L-NAME+EPI (■). El L-
NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta control 
(1,0 g/kg de dieta). A partir del día 4 los animales del grupo L-NAME+EPI recibieron dieta 
control. Los valores indican el promedio ± ESM (n = 4). *p < 0,05 vs. grupo L-NAME. 
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La figura 34 muestra que a los 2 y 4 d de tratamiento, la PAS en el grupo tratado 
con (–)-epicatequina fue significativamente menor que en el grupo L-NAME. Al eliminar 
la (–)-epicatequina de la dieta se produjo un incremento progresivo en la PAS, que 
alcanzó valores similares a los del grupo L-NAME al día 4 siguiente a la remoción de la 
(–)-epicatequina. Estos resultados indican a la (–)-epicatequina como la responsable 
del efecto en la reducción de la PAS en las ratas tratadas con L-NAME.  
 
3.2.4. Efecto de la (–)-epicatequina sobre marcadores de estrés oxidativo en ratas 
tratadas con L-NAME 
 
Como marcadores de estrés oxidativo se determinaron los niveles de glutatión 
reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG) y malondialdehído (MDA) en plasma, 
utilizando técnicas de HPLC como se detalló en las secciones 2.3.6.3. y 2.3.6.5.  
La determinación del contenido de glutatión total en un tejido corresponde a la 
suma de GSH y GSSG. La relación entre el contenido de GSSG y GSH (GSSG/GSH2) 
se utiliza como índice del estado de óxido-reducción de un tejido. Se considera GSH2 
debido a que la estequiometría de la reacción entre el GSH y GSSG es 2:1.  
En el grupo tratado con L-NAME, el GSSG/GSH2 fue significativamente mayor 
(+65%) que en el grupo Control. Este elevado cociente se produjo a expensas de un 
incremento en los niveles de GSSG, dado que los de GSH no se vieron afectados 
significativamente por los tratamientos. En el grupo L-NAME+EPI, el GSSG/GSH2 
resultó similar al del grupo Control (Figura 35 A). La concentración de MDA plasmático 
del grupo L-NAME fue significativamente mayor respecto de los grupos Control y L-
NAME+EPI (+56% y +79%, respectivamente) (Figura 35 B). Estos resultados sugieren 
que la administración de (–)-epicatequina en la dieta evitó el desarrollo del estrés 
oxidativo sistémico causado por el tratamiento con L-NAME. 
 
 
 
 
 
84 
 
G
S
S
G
 o
 G
S
H
 (

M
)
0
2
4
6
8
10
12
G
S
S
G
/G
S
H
2
 (
1
0
-3
) 
(
M
)
0
10
20
30
40
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35: Efecto de la (–)-epicatequina dietaria sobre marcadores de estrés oxidativo. 
Concentración plasmática de GSH, GSSG y cociente GSSG/GSH2 (A) y concentración 
plasmática de MDA (B) de los grupos Control (  ), L-NAME (  ) y L-NAME+EPI (  ). El L-NAME 
se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta control (4,0 
g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 8). *p < 0,05 vs. grupos Control y L-
NAME+EPI. 
 
 
3.2.5. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los niveles de nitratos y nitritos 
plasmáticos en ratas tratadas con L-NAME 
 
Los nitratos y nitritos son productos estables del metabolismo del NO, por lo 
tanto la suma de la concentración de los mismos se utiliza como índice de la 
concentración en estado estacionario de NO. Se midió la concentración de nitratos y 
nitritos en plasma mediante la reacción de Griess como se detalla en la sección 2.3.6.6. 
* A 
* 
GSSG                     GSH                 GSSG/GSH
2
        
M
D
A
 (

M
)
0
5
10
15
20
25
30
35
* 
 
Control               L-NAME          L-NAME+EPI 
                                     
 
B 
85 
 
El grupo L-NAME mostró niveles de nitratos y nitritos plasmáticos menores (-49%) a los 
del grupo Control, de acuerdo a lo previsto ya que el L-NAME es un inhibidor de la 
NOS. La concentración plasmática de los metabolitos del NO para el grupo L-
NAME+EPI fue similar a la del grupo Control (Figura 36). 
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Figura 36: Concentración plasmática de nitratos y nitritos de los grupos Control (  ), L-NAME  
(  ) y L-NAME+EPI (  ). El L-NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 8). 
*p < 0,05 vs. grupos Control y L-NAME+EPI. 
 
3.2.6. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los niveles de nitrotirosinas unidas a 
proteínas plasmáticas en ratas tratadas con L-NAME  
 
El peroxinitrito formado por la reacción entre el NO y el anión superóxido es 
responsable de la nitración de lípidos y proteínas in vivo. Cuando el peroxinitrito 
reacciona con residuos de tirosina de las proteínas, se generan nitrotirosinas que son 
consideradas un indicador de los niveles de peroxinitrito producidos en el sistema.   
Se detectaron nitrotirosinas unidas a proteínas plasmáticas mediante western 
blot. Este parámetro se encontró significativamente aumentado (+44%) en el grupo L-
NAME con respecto al grupo Control. En el grupo L-NAME+EPI se observaron niveles 
menores que en el grupo L-NAME (Control = 71 ± 5; L-NAME = 102 ± 10 y L-
NAME+EPI = 49 ± 6 U.A.) (Figuras 37 A y B). 
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Figura 37: A) Imagen representativa de un western blot para nitrotirosinas unidas a proteínas 
plasmáticas y B) gráfico correspondiente a su cuantificación para los grupos Control (  ), L-
NAME (  ) y L-NAME+EPI (  ). En el margen izquierdo de la figura A se indica el rango de pesos 
moleculares analizados. Se midió la cantidad total de proteínas por calle como control de 
carga. El L-NAME se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la 
dieta control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 8). *p < 0,05 vs. 
grupos Control y L-NAME+EPI.  
 
3.2.7. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la actividad de óxido nítrico sintasa 
(NOS) y la expresión de eNOS en aorta de ratas tratadas con L-NAME  
 
Para examinar el efecto de los tratamientos con L-NAME y/o (‒)-epicatequina 
sobre el producción del NO en aorta se midieron: i) la actividad de NOS en cortes de 
aorta por el ensayo de conversión de [14C]L-arginina a [14C]L-citrulina y ii) la expresión 
de eNOS en homogeneizados de aorta mediante western blot (Figuras 38 A y B). 
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Figura 38: A) Actividad de NOS medida en cortes de aorta de los grupos Control (  ), L-NAME  
(  ) y L-NAME+EPI (  ). B) Imagen representativa de un western blot para eNOS en aorta y C) 
gráfico correspondiente a su cuantificación para los grupos Control (  ), L-NAME (  ) y L-
NAME+EPI (  ). Se midieron los niveles de -tubulina como control de carga. El L-NAME se 
administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta control (4,0 g/kg 
de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 4 y n = 8 para la actividad de NOS y la 
expresión de eNOS, respectivamente). *p < 0,05 vs. grupos Control y L-NAME+EPI. 
 
Los resultados muestran que en el grupo L-NAME la actividad de NOS fue 
significativamente menor que la de los grupos Control y L-NAME+EPI (-56% y -68%, 
respectivamente; Figura 38 A). La expresión de eNOS fue similar entre los tres grupos 
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experimentales (Control = 79 ± 15; L-NAME = 92 ± 9 y L-NAME+EPI = 96 ± 9 U.A.; 
Figuras 38 B y C). 
 
3.2.8. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la producción de anión superóxido y la 
expresión de p47phox en aorta de ratas tratadas con L-NAME 
 
Para estudiar la relevancia de la NOX en este modelo de aumento de PAS se 
midieron: i) la producción de anión superóxido dependiente de NADPH por 
quimioluminiscencia de lucigenina y ii) la expresión de una subunidad organizadora de 
NOX (p47phox) mediante western blot. 
Los resultados muestran que la producción de anión superóxido dependiente de 
NADPH en el grupo L-NAME fue significativamente mayor que en los grupos Control y 
L-NAME+EPI (Figura 39 A). Asímismo, en el grupo L-NAME se observó una expresión 
de p47phox significativamente mayor que en los otros grupos experimentales (Figuras 39 
B y C). 
 
3.2.9. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la localización de p47phox en la pared 
arterial de ratas tratadas con L-NAME 
 
Se analizó la localización de la expresión de p47phox en la pared vascular 
mediante estudios inmunohistoquímicos. Confirmando los resultados obtenidos en los 
ensayos de western blot (sección 3.2.8.) la inmunotinción mostró que el grupo L-NAME 
presentó mayores niveles de p47phox respecto de los grupos Control y L-NAME+EPI 
(Control = 31 ± 3; L-NAME = 54 ± 4 y L-NAME+EPI = 39 ± 3 U.A.) (Figuras 40 A y B). 
Si bien se observó expresión de p47phox en todas las capas de la pared arterial, el 
incremento producido por L-NAME se localizó mayoritariamente en la capa media de la 
aorta. 
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Figura 39: A) Producción de anión superóxido medida por quimioluminiscencia de lucigenina 
en homogeneizados de aorta de los grupos Control (  ), L-NAME (  ) y L-NAME+EPI (  ). B) 
Imagen representativa de un western blot para p47phox en aorta y C) gráfico correspondiente a 
su cuantificación para los grupos Control (  ), L-NAME (  ) y L-NAME+EPI (  ). Se midieron los 
niveles de -tubulina como control de carga. El L-NAME se administró en el agua de bebida y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 8). *p < 0,05 vs. grupos Control y L-NAME+EPI. 
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Figura 40: A) Imágenes representativas de la inmunohistoquímica de p47phox en aorta. El panel 
izquierdo muestra la fluorescencia de p47phox (roja). El panel central muestra la 
autofluorescencia de la elastina (verde) y el panel derecho muestra la fluorescencia de la 
proteína p47phox (roja) en superposición con la autofluorescencia de la elastina (verde). En 
todas las imágenes la fluorescencia azul indica la tinción nuclear con Hoechst. B) Gráfico 
correspondiente a la cuantificación de la fluorescencia de p47phox relativa al área de los grupos 
Control (  ), L-NAME (  ) y L-NAME+EPI (  ). El L-NAME se administró en el agua de bebida y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta control (4,0 g/kg de dieta). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 4). * p < 0,05 vs. grupos Control y L-NAME+EPI. 
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3.3. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en ratas tratadas con 
sobrecarga de fructosa 
 
Se estudió el efecto de la administración de (–)-epicatequina en la dieta sobre la 
PAS en un modelo de sobrecarga de fructosa como modelo de SM. Se utilizaron ratas 
macho Sprague-Dawley de 115 ± 10 g que recibieron un tratamiento con fructosa en el 
agua de bebida (10 % p/v) y/o (–)-epicatequina en la dieta (0,2 g/kg de dieta) durante 8 
semanas. Las ratas se dividieron al azar conformando tres grupos: grupo Control, que 
recibió agua como bebida y dieta control; grupo FRU, que recibió fructosa en el agua 
de bebida y dieta control y grupo FRU+EPI, que recibió fructosa en el agua de bebida y 
dieta control suplementada con (–)-epicatequina. 
 
3.3.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre parámetros metabólicos en ratas con 
sobrecarga de fructosa 
 
La tabla 13 muestra los valores de los parámetros metabólicos determinados a 
las 8 semanas de tratamiento en los grupos: Control, FRU y FRU+EPI. El peso corporal 
final y el índice cardíaco no se vieron afectados por los tratamientos (Tabla 13). 
Tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles plasmáticos de glucosa 
entre los tres grupos experimentales. Con respecto a los niveles de colesterol total, 
colesterol-HDL y colesterol-LDL determinados en plasma, en el grupo FRU se 
observaron valores similares a los del grupo Control. Sin embargo, el grupo FRU+EPI 
presentó valores de colesterol total y de colesterol-LDL menores a los de los grupos 
Control y FRU, así como también se evidenció un aumento en los niveles de colesterol-
HDL. En el grupo FRU los niveles plasmáticos de triglicéridos fueron significativamente 
mayores que en el grupo Control y en el grupo FRU+EPI (Tabla 13).  
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Tabla 13: Peso corporal, índice cardíaco y niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol 
total, colesterol-HDL y colesterol-LDL en plasma de los diferentes grupos 
experimentales. 
Parámetro 
 
Grupos 
 
Control FRU FRU+EPI 
Peso corporal (g) 344 ± 36 313 ± 34 325 ± 34 
Índice cardíaco 3,0 ± 0,3 3,3 ± 0,1 3,5 ± 0,1 
Glucosa (mg/dl) 92 ± 4 84 ± 3 95 ± 5 
Triglicéridos (mg/dl) 46 ± 3 97 ± 7* 75 ± 7 
Colesterol total (mg/dl) 46 ± 2 51 ± 3 42 ± 3 
Colesterol-HDL (mg/dl) 20 ± 1 16 ± 2 25 ± 1# 
Colesterol-LDL (mg/dl) 26 ± 2 35  ± 3 18  ± 2# 
La fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 10). *p < 0,05 vs. 
grupos Control y FRU+EPI. #p < 0,05 vs. grupos Control y FRU. 
 
3.3.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la presión arterial sistólica (PAS) y la 
remodelación vascular en ratas con sobrecarga de fructosa 
 
Se midió la PAS en los grupos experimentales al inicio y trascurridas 4 y 8 
semanas de tratamiento. Puede observarse en la Figura 41 que la PAS en el grupo 
FRU estaba aumentada en 11 y 12 mmHg en relación al grupo Control, a las 4 y 8 
semanas de tratamiento, respectivamente. En el grupo FRU+EPI este incremento no se 
se evidenció. 
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Figura 41: PAS de los grupos Control (  ), FRU (  ) y FRU+EPI (  ) a 0, 4 y 8 semanas de 
tratamiento. La fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró 
en la dieta control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 10). *p < 
0,05 vs. grupos Control y FRU+EPI. 
 
La remodelación arterial contribuye en el desarrollo y las complicaciones de la 
hipertensión. En base a las variaciones observadas en la PAS por el tratamiento con 
fructosa y la administración de (–)-epicatequina en la dieta, se investigó la posible 
asociación de las mismas con la remodelación vascular. Para ello se determinó el 
cociente entre el espesor de la pared y el diámetro de la luz de la aorta. Este parámetro 
no fue modificado por ninguno de los tratamientos (Figura 42).  
 
3.3.3. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la producción de óxido nítrico (NO) en 
aorta de ratas con sobrecarga de fructosa  
 
Para examinar el efecto de los tratamientos con fructosa y/o (–)-epicatequina 
sobre la producción de NO se evaluó la actividad de NOS en cortes de aorta. La 
medida de la actividad de NOS se llevó a cabo mediante el ensayo de conversión de 
[14C]L-arginina a [14C]L-citrulina. 
La actividad de NOS fue significativamente mayor en el grupo FRU con respecto 
al grupo Control (Control = 115 ± 3; FRU =151 ± 5; pmol [14C]L-citrulina/g peso 
aorta.min). El grupo FRU+EPI mostró valores de actividad de NOS significativamente 
más altos que los grupos Control y FRU (Figura 43). 
0                                                                 
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Figura 42: A) Secciones transversales de aorta teñidas con hematoxilina-eosina, magnificación 
4X (panel superior) y 10X (panel inferior) y B) gráfico correspondiente al cociente entre el 
espesor de la pared y el diámetro de la luz de la aorta para los grupos Control (  ), FRU (  ) y 
FRU+EPI (  ). La fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 
5). 
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Figura 43:  Actividad de NOS medida en cortes de aorta para los grupos Control (  ), FRU (  ) y 
FRU+EPI (  ). La fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 
4). *p < 0,05 vs. grupos Control y FRU+EPI. #p < 0,05 vs. grupo Control. 
 
A fin de analizar posibles mecanismos responsables de los cambios hallados en 
la producción de NOS entre los tres grupos experimentales, se decidió evaluar i) la 
expresión de eNOS, ii) la fosforilación de eNOS en el sitio de activación Ser1177 y iii) la 
expresión de caveolina-1. La interacción entre eNOS y caveolina-1 es uno de los 
mecanismos post-transduccionales más relevantes involucrados en la regulación de 
eNOS. La expresión y fosforilación de eNOS y la expresión de caveolina-1 fueron 
determinados mediante western blot. 
La Figura 44 muestra estos parámetros en aorta perteneciente a los tres grupos 
experimentales. Los resultados demuestran que a pesar de que la expresión de eNOS 
resultó similar en los tres grupos (Figura 44), se observó una mayor fosforilación de la 
misma en el sitio de activación Ser1177 en los grupos FRU y FRU+EPI en relación al 
grupo Control (Figura 44). En cuanto a caveolina-1, los resultados muestran un 
aumento significativo en la expresión de caveolina-1 en el grupo FRU con respecto al 
grupo Control, que no se observó en el grupo FRU+EPI. 
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3.3.4. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la producción de anión superóxido en 
aorta de ratas con sobrecarga de fructosa 
 
Se midió la producción de anión superóxido dependiente de NADPH en 
homogeneizados de aorta. Se monitoreó la quimioluminiscencia de la reacción del 
anión superóxido con lucigenina durante 10 min como se describió en la sección 
2.3.6.8. de Materiales y Métodos. 
Figura 44: Imágenes representativas de un 
western blot para eNOS, p-eNOSSer1177 y 
caveolina-1 (A, C y E) y gráficos 
correspondientes a sus cuantificaciones (B, 
D y F), para los grupos Control (  ), FRU (  ) y 
FRU+EPI (  ). Se midieron los niveles de -
tubulina para la determinación de eNOS y de 
caveolina-1 y de eNOS para la de p-
eNOSSer1177, como control de carga. La 
fructosa se administró en el agua de bebida 
y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
control (0,2 g/kg dieta). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 8). *p < 0,05 vs. grupos 
Control y FRU FRU+EPI. #p < 0,05 vs. grupo 
Control.  
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Se observó un incremento significativo en la quimioluminiscencia de lucigenina 
en el grupo FRU comparado al grupo Control (+76%) y este efecto no se observó en el 
grupo FRU+EPI, en el cual la quimioluminiscencia resultó similar a la del grupo Control 
(Figura 45). 
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Figura 45: Producción de anión superóxido dependiente de NADPH (40M) medida por 
quimioluminiscencia de lucigenina en homogeneizados de aorta para los grupos Control (  ), 
FRU (  ) y FRU+EPI (  ). Los resultados se expresaron como el área bajo la curva (ABC). La 
fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el promedio ± ESM (n = 4). *p < 0,05 vs grupos 
Control y FRU+EPI. 
 
3.3.5. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la expresión de subunidades de NADPH 
oxidasa (NOX) en aorta de ratas con sobrecarga de fructosa 
 
Se evaluó la expresión de subunidades de la NOX en homogeneizados de aorta 
mediante western blot. Las subunidades estudiadas fueron: p47phox (presente en 
NOX2), p22phox (presente en NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4) y NOX4 (subunidad 
catalítica de la isoforma NOX4).  
La expresión de las tres subunidades fue significativamente mayor en el grupo 
FRU en relación al grupo Control (+211%, +41% y +43% respectivamente) (Figura 46). 
En el grupo FRU+EPI se observaron niveles significativamente menores en la 
expresión de las tres subunidades con respecto al grupo FRU (-49%, -22% y -29%, 
respectivamente) (Figura 46).  
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3.3.6. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la localización de p47phox en la pared 
arterial de ratas con sobrecarga de fructosa 
 
Se analizó la localización de p47phox en la pared vascular mediante la técnica de 
inmunohistoquímica. Confirmando los resultados obtenidos en el ensayo de western 
blot (sección 3.3.5.) en el grupo FRU se observó un aumento de la expresión de p47phox  
respecto del grupo Control. En el grupo FRU+EPI la fluorescencia de p47phox fue similar 
a la del grupo Control. La expresión de p47phox en los tres grupos experimentales se 
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Figura 46: Imágenes representativas de un 
western blot para p47phox, p22phox y NOX4 en 
aorta (A, C y E) y gráficos correspondientes a 
sus cuantificaciones para los grupos Control  
(  ), FRU (  ) y FRU+EPI (  ) (B, D y F). Se 
midieron los niveles de -tubulina como 
control de carga. La fructosa se administró en 
el agua de bebida y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta control (0,2 g/kg de 
dieta). Los valores indican el promedio ± 
ESM (n = 8). *p < 0,05 vs. grupos Control y 
FRU+EPI.    
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localizó en todas las capas de la aorta pero el incremento fue esencialmente en las 
capas íntima y adventicia (Figura 47). 
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Figura 47: A) Imágenes representativas de la inmunohistoquímica de p47phox en aorta. El panel 
izquierdo muestra la fluorescencia de p47phox (roja). El panel central muestra la 
autofluorescencia de la elastina (verde) y el panel derecho muestra la fluorescencia de la 
proteína p47phox (roja) en superposición con la autofluorescencia de la elastina (verde). En 
todas las imágenes la fluorescencia azul indica la tinción nuclear con Hoechst. B) Gráfico 
correspondiente a la cuantificación de la fluorescencia de p47phox relativa al área de los grupos 
Control (  ), FRU (  ) y FRU+EPI (  ). La fructosa se administró en el agua de bebida y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta control (0,2 g/kg de dieta). Los valores indican el 
promedio ± ESM (n = 4). *p < 0,05 vs grupos Control y FRU+EPI.  
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3.3.7. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la activación de las vías de las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos (MAPK) en aorta de ratas con sobrecarga de 
fructosa 
 
La activación de las tres MAPK clásicas se evaluó en homogeneizados de aorta 
mediante la determinación de fosforilaciones específicas: c-Jun N-terminal quinasa 
(JNK), proteína quinasa regulada por señal extracelular (ERK) y quinasa p38 (p38) 
(Figura 48). En el grupo FRU se produjo un incremento de la fosforilación en los sitios 
de activación Thr183 y Tyr185 de JNK, sin cambios en la fosforilación de ERK y p38 
(Figura 48). En el grupo FRU+EPI la fosforilación de JNK fue significativamente menor 
que en el grupo FRU.  
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Figura 48: Imágenes representativas de un 
western blot para p-ERKTyr204, p-JNK 
Thr183/Tyr185 y p-p38Thr180/Tyr182 (A, C y E, 
respectivamente) y gráficos de sus 
cuantificaciones (B, D y F), para los grupos 
Control (  ), FRU (  ) y FRU+EPI (  ). La 
fructosa se administró en el agua de bebida 
y la (–)-epicatequina se suministró en la 
dieta sólida (0,2 g/kg de dieta). Los valores 
indican el promedio ± ESM (n = 8). *p<0,05 
vs. grupos Control y FRU+EPI. 
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4. DISCUSIÓN  
 
Los efectos beneficiosos de las frutas y los vegetales se han atribuido a los 
compuestos fenólicos sintetizados por las plantas. Se ha propuesto que los 
compuestos fenólicos actúan a través de acciones antioxidantes basadas en el 
atrapamiento de radicales libres y/o el secuestro de metales con capacidad de óxido-
reducción (acciones antioxidantes directas) para ejercer ese efecto beneficioso. Sin 
embargo, es posible proponer otros mecanismos, basados en las posibilidades de los 
compuestos fenólicos de interaccionar con proteínas y otras moléculas en forma más 
específica (mecanismos antioxidantes indirectos). El objetivo de esta tesis fue avanzar 
en el conocimiento de las mecanismos antioxidantes de un subgrupo de flavonoides, 
los flavanoles y relacionarlos con el efecto antihipertensivo in vivo de un flavanol en 
particular, la (‒)-epicatequina.   
 
4.1. Estudios in vitro y ex vivo de la capacidad antioxidante y vasodilatadora de la 
(‒)-epicatequina 
 
4.1.1. Acciones antioxidantes directas de los flavanoles dietarios: análisis 
termodinámico y cinético 
                                                                                                                                                                                                                    
 En los flavanoles el mayor determinante de su capacidad de atrapar radicales 
libres de acuerdo a la reacción indicada en la Figura 49 es la presencia de un grupo 
catecol (hidroxilos en las posiciones 3´- y 4´- del anillo B) (Figura 49) (Bors y col, 1990; 
Flora, 2009). 
 La (‒)-epicatequina resultó un eficiente atrapador de anión superóxido, con una 
CI50 similar a la de la (+)-catequina. La comparación con datos de literatura resulta 
compleja dado que para la determinación de la capacidad antioxidante se han diseñado 
numerosos protocolos experimentales y la mayoría de ellos llevan a resultados 
relativos  expresados como porcentajes de inhibición de la reacción en ausencia del 
antioxidante. En otras situaciones se obtienen CI50 y en unos muy pocos casos se 
puede determinar la velocidad de la reacción entre el radical en estudio y el 
antioxidante. Para la (‒)-epicatequina y la (+)-catequina  se han informado valores de 
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CI50  como atrapadores de anión superóxido en un rango de 1 a 250 µM (Cos y col, 
1998; Nanjo y col, 1999; Steffen y col, 2008; Saint-Cricq y col, 1999). 
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Figura 49: Reacción de la (‒)-epicatequina atrapando radicales libres. El grupo catecol del 
anillo B (en gris) indica el principal determinante de la actividad antioxidante de la (‒)-
epicatequina para esta reacción. R• representa un radical libre y RH la molécula estable 
producto de la reducción univalente de dicho radical libre. 
 
 Por otro lado, tanto la (‒)-epicatequina como la (+)-catequina resultaron 
eficientes atrapadores del radical libre alcoxilo derivado del AAPH. En este caso, se 
determinó la constante de velocidad de la reacción entre cada flavanol y el radical en 
estudio, que resultó del mismo rango que la del Trolox®.  Cabe destacar que los 
resultados de estos experimentos se limitan al radical libre alcoxilo derivado del 
AAPH  (Figura 14). Experimentos realizados con radicales alcoxilos (RO•) con diferente 
estructura química del resto R podrán producir diferentes velocidades (y por lo tanto 
constantes) de reacción. 
A fin de analizar comparativamente desde un punto de vista teórico las 
reacciones de atrapamiento del radical libre alcoxilo y del anión superóxido por parte 
del flavanol (‒)-epicatequina se usaron datos termodinámicos y cinéticos tomados de la 
literatura, y se los comparará con los resultados experimentales obtenidos. Es de 
destacar que las conclusiones del análisis realizado para un flavanol específico podrían 
extrapolarse a otros compuestos con estructuras químicas similares.  
 
4.1.1.1. Análisis termodinámico 
 
En general, un análisis termodinámico permite predecir si los reactivos tienen 
una tendencia espontánea a reaccionar para convertirse en productos. Esta tendencia 
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se asocia con una disminución en la energía libre de Gibbs (G) del sistema. Como 
consecuencia de ello, el criterio termodinámico para el cambio espontáneo a 
temperatura y presión constante es un ΔG < 0. Para explorar la espontaneidad de 
reacciones de transferencia de electrones (como la de un radical libre recibiendo un 
electrón) se puede calcular ΔG° por la siguiente expresión (ecuación 35): 
 
ΔG° = - n   ΔE°                                             (35) 
 
Donde ΔG° es la variación de energía de Gibbs estándar (condiciones estándar, 
cuando las concentraciones de todas las especies = 1 M y presión = 1 atm), n es el 
número de electrones que se transfieren de la especie reductora (antioxidante) al 
agente oxidante por mol de eventos de reacción; F representa la constante de Faraday 
(96.485 culombios/mol de electrones) y ΔE es la diferencia entre el potencial de 
reducción estándar (E°) de los pares oxidado/reducido involucrados (E° para la 
semirreacción de reducción y E° para la semirreacción de oxidación). Para las 
reacciones que ocurren en sistemas biológicos, se hace una consideración especial en 
relación a la concentración de protones, que se asume en 10-7 M, y se definen  E° 
biológico (E°') y  ΔG° biológico (ΔG°'). La Tabla 14 muestra el E°' de compuestos con 
actividad antioxidante reconocida y de algunos flavonoides seleccionados. Aplicando la 
ecuación 35 se calcularon los valores de ΔG°' para las reacciones de todos estos 
compuestos con el radical libre alcoxilo y con el anión superóxido, tal como se indica en 
la Tabla 14. 
Por lo tanto, la capacidad potencial de un antioxidante para donar un electrón a 
un radical libre se puede predecir a partir de los E°'. En la Tabla 14 se puede observar 
que la (‒)-epicatequina tiene un E°' menor (570 mV) a los E°' de los radicales libres 
alcoxilo y anión superóxido (1600 y 940 mV, respectivamente), con lo cual la donación 
de un electrón a partir de la (‒)-epicatequina está termodinámicamente favorecida 
(ΔG°' < 0). Así, tanto la (‒)-epicatequina como su estereoisómero la (+)-catequina son 
eficientes atrapadores de los radicales libres alcoxilo y anión superóxido. A partir de un 
analisis similar se puede inferir que tambien el GSH, el -TF, el Ur- y el Asc- son 
buenos atrapadores de radicales libres, todos ellos aceptados como antioxidantes 
fisiológicos. La quercetina, el flavonoide cuya estructura química permite suponer la 
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máxima capacidad antioxidante y el Trolox®, compuesto sintético usado como estándar 
de capacidad antioxidante también son eficientes atrapadores de radicales libres. 
 
Tabla 14: Potenciales de reducción estándar biológicos (E°’) para una serie de 
compuestos de reconocida actividad antioxidante y flavonoides y variación de energía 
libre estándar biológica (ΔG°’) para las reacciones entre estos compuestos y el radical 
libre alcoxilo y el anión superóxido  
Compuesto (par oxidado/reducido) 
 
E°’(a) 
(mV) 
 ΔG°’                     
(kJ)                         
RO•/ROH 
E°’= 1600 mVb 
O2•-/H2O2 
E°’= 940 mVc 
Glutatión (GS•/GSH) 920
d -66 -2 
-Tocoferol (-T •/TFH) 500
e -106 -42 
Trolox® (TO•/TOH) 480e -108 -44 
Urato (Ur•/Ur-) 590f -97 -34 
Ascorbato (Asc•-/Asc-) 282g -127 -63 
(‒)-Epicatequina (EP •/EP ) 570h -99 -36 
(+)-Catequina (Cat•/Cat) 540i -102 -39 
Quercetina (Q•/QH) 330h -123 -59 
aConsideraciones sobre los valores de potenciales de reducción estándar biológicos (E°’). De 
acuerdo a la convención establecida por IUPAC los pares oxidados/reducidos se escriben 
siempre en el sentido de la reducción. De acuerdo a esta convención los potenciales están 
presentados en la forma E°(A/B) donde B es el producto de reducción univalente de A. El 
potencial estándar de reducción (E°) está expresado en relación al electrodo de hidrógeno 
normal o estándar (NHE o SHE) al que se ha asignado el valor 0. Atkins y de Paula (2008).b 
Koppenol (1990); cBuettner (1993); dSurdhar y Armstrong (1987); eSimic (1990); fSimic y 
Jovanovic (1989); gWilliams y Yandell (1982); hJovanovic y Simic (2000); iJovanovic y col 
(1994). 
 
Sin embargo, el análisis termodinámico sólo identifica si una reacción particular 
tiene la tendencia espontánea de evolucionar hacia los productos, pero no indica si esa 
tendencia ocurrirá en una escala de tiempo compatible con un proceso biológico. Una 
aproximación más estricta debe tener en cuenta que las condiciones in vivo son 
generalmente condiciones no estándar y debe considerar las concentraciones reales de 
los reactivos (oxidantes y antioxidantes) en el sitio de la reacción.  
 
4.1.1.2. Presencia de flavanoles en tejidos animales 
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Para avanzar en los aspectos cinéticos se debe considerar la concentración que 
alcanzan los flavanoles en los tejidos animales luego de su consumo. Los estudios 
sobre biodisponibilidad de flavanoles en humanos y roedores indican que: i) su 
biodisponibilidad es relativamente baja, ii) el incremento en la concentración de 
flavanoles en sangre después de su consumo es de naturaleza transitoria, alcanzando 
generalmente un máximo entre las 2-4 h post-ingesta (Schroeter y col, 2006; Holt y col, 
2002; Rein y col, 2000), iii) las concentraciones máximas alcanzadas dependen de la 
cantidad ingerida, iv) las concentraciones máximas alcanzadas en sangre después de 
una ingesta compatible con una dieta humana normal está en el rango 
nanomolar/micromolar (0,01 a 1,9 M) (Schroeter y col, 2006; Holt y col, 2002; Wang y 
col, 2000; Rein y col, 2000; Ottaviani y col, 2012; Actis-Goretta y col, 2012), en algunos 
casos valores superiores (8,9 M) (Hollands y col, 2013) y v) los flavanoles consumidos 
son mayoritariamente metabolizados una vez que ingresan en el organismo ((‒)-
epicatequina-3 ′ -β-d-glucurónido, (‒)-epicatequina-3 ′ -sulfato, 3 ′ -O-metil-(‒)-
epicatequina-5-sulfato y 3′-O-metil-(‒)-epicatequina-7-sulfato  entre otros) (Ottaviani y 
col, 2012; Actis-Goretta y col, 2012).  
En esta tesis se determinó la concentración plasmática de (‒)-epicatequina en el 
modelo de administración dietaria de 4,0 g de (‒)-epicatequina/kg dieta durante 4 d. 
Los valores de aproximadamente 7 M obtenidos corresponden a la suma de la (‒)-
epicatequina libre, los metabolitos sulfatados y glucuronidados, reflejando la alta 
cantidad de (‒)-epicatequina administrada en este modelo. Cabe destacar que estos 
valores pueden asociarse a concentraciones de aproximadamente 1,4 M de (‒)-
epicatequina  en plasma  humano, teniendo en cuenta las diferencias metabólicas 
(European Chemicals Agency, 2012). Finalmente, los valores medidos en esta tesis 
pueden considerarse como medidas en condiciones postprandiales, dado que a los 
animales no se les retiró el alimento la noche previa al día de experimentación.  
La informacion en la literatura sobre la presencia de (‒)-epicatequina en sangre 
(plasma) es extensa y robusta, pero la información sobre la concentración de flavanoles 
en tejidos es escasa y conflictiva. Por ejemplo, para (‒)- epicatequina en hígado se han 
informado valores tan disímiles como 1,9 (El-Beshbishy, 2005); 0,17 (Kim y col, 2000) y 
0,05 nmoles/g (Henning y col, 2006). Esto se debe a las dificultades técnicas para la 
cuantificación de flavonoides en tejidos.  
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4.1.1.3. Análisis cinético 
 
Para estudiar una reacción desde el punto de vista cinético se debe obtener 
experimentalmente la ecuación de velocidad y el valor de la constante de velocidad (k). 
En un medio complejo como un sistema biológico en donde un compuesto puede 
participar de varias reacciones es adecuado utilizar un modelo de reacciones paralelas.  
Se analizará como ejemplo la velocidad de desaparición (atrapamiento) de  
radical libre alcoxilo en sangre. En la sangre están presentes simultáneamente un 
número indeterminado de compuestos químicos que desde el punto de vista 
termodinámico pueden atrapar al radical libre alcoxilo. A los fines de la aplicación del 
modelo de reacciones paralelas, se seleccionaron GSH, Ur-, Asc- y (‒)-epicatequina 
como compuestos compitiendo por el radical libre alcoxilo (ecuaciones 36-39). 
 
                    + GSH    →          ROH + GS•       v    GSH RO•  GSH                           (36) 
     + Ur-       →       R + Ur•              v    Ur- RO•  Ur
-
                                (37) 
     + Asc-       →          ROH + Asc•-      v    
Asc
-  RO• [Asc
-
]                          (38) 
                    + EPI      →        ROH + EPI•       v    EP  RO•  EP                               (39) 
 
Tratando cada una de las reacciones como reacciones de segundo orden, la 
ecuación diferencial que describe la velocidad de desaparición del radical libre alcoxilo 
sería la ecuación 40: 
  
 
d  RO• 
dt
   GSH RO•  GSH +  Ur- RO•  Ur
- 
 
+  
Asc
-  RO•  Asc
- +  EP  RO•  EP   
 
A partir de esta ecuación reemplazamos: i) las kGSH, kUr- y kAsc- por valores de 
literatura (Buettner y Jurkiewicz, 1996; Sueishi y col, 2014); ii) kEPI por el valor calculado 
en esta tesis (sección 3.1.2.) y iii) las concentraciones por las indicadas en literatura 
para las concentraciones plasmáticas de cada uno de estos compuestos (que coinciden 
con las utilizadas en los experimentos in vitro realizados en esta tesis) y obtenemos las 
velocidades relativas de desaparición de RO• ( 
d  RO• 
dt
 RO•  ) (ecuaciones 41-43): 
 
 
RO• 
(40) 
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d  RO• 
dt
 RO•      GSH GSH    27,6 x 10
5
 M
-1
 s-1  x  5 M    13,8  s-1 
 
 
d  RO• 
dt
 RO•      Ur- Ur-    1,06 x 10
7
 M
-1
 s-1  x  300 M    3180  s-1 
 
 
d  RO• 
dt
 RO•         - Asc-    1,6 x 10
 
 M
-1
 s-1  x  50 M    30000  s-1 
 
En los experimentos de esta tesis (Sección 3.1.3.) se usaron concentraciones 10 
y 1 M para abarcar el rango de valores posibles en sangre (Ver sección 4.1.2). 
Realizando los cálculos con estas dos concentraciones, se obtuvieron las 
correspondientes velocidades relativas de desaparición de RO• (-
d  RO• 
dt
 RO•   ) para 
(‒)-epicatequina (ecuaciones 44 y 45):  
 
 
d  RO• 
dt
 RO•      EP  EP     4,2 x 10
 
 M
-1
 s-1  x  10 M    42  s-1 
 
 
d  RO• 
dt
 RO•      EP  EP     4,2 x 10
 
 M
-1
 s-1  x  1 M    4 2  s-1 
 
Aplicando a la reacción con anión superóxido el mismo modelo de reacciones 
paralelas que se utilizó para el radical alcoxilo y reemplazando i) las kGSH ,kUr-, kAsc- y 
kEPI por datos de literatura (Sueishi y col, 2014; Briviba y Sies, 1994) y ii) las 
concentraciones por las indicadas en literatura (que coinciden con las utilizadas en los 
experimentos in vitro realizados en la sección 3.1.5.), obtenemos las velocidades 
relativas de desaparición de anión superóxido   
d O2
•-
  
dt
 O2
•-
      (ecuaciones 46-50).  
 
 
 
d  O2
•-
 
dt
 O2
•-
      GSH GSH    1,11 x 10
3
 M
-1
 s-1  x  5 M    0,006  s-1 
 
 
d  O2
•-
 
dt
 O2
•-
      Ur-  Ur
-    1,06 x 104 M-1 s-1  x  300 M   3,18  s-1 
 
(44) 
(45) 
(46) 
(47) 
(41) 
(42) 
(43) 
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d  O2
•-
 
dt
 O2
•-
      
Asc
-  Asc
-   2,7 x 105 M-1 s-1  x  50 M   13,5  s-1 
 
Y para (‒)-epicatequina 10 y 1 M:  
 
 
d  O2
•-
 
dt
 O2
•-
      EP   EP     4,8 x 10
4
 M
-1
 s-1 x  10 M    0,48  s-1 
 
 
d  O2
•-
 
dt
 O2
•-
      EP   EP     4,8 x 10
4
 M
-1
 s-1 x  1 M    0,048  s-1 
 
Por lo tanto, comparando entre sí los valores calculados en las ecuaciones 
precedentes se puede plantear como hipótesis que en sangre, tanto la velocidad de 
atrapamiento del radical  libre alcoxilo (ecuaciones 41-45) como la de anión superóxido 
(ecuaciones 46-50) por parte de (‒)-epicatequina es mucho menor que la velocidad de 
atrapamiento por Ur- o Asc- (que están presentes en rangos micromolares e incluso 
milimolares en tejidos de mamíferos). Estos valores indican, que el atrapamiento de 
estos radicales por (‒)-epicatequina, o sea su actividad antioxidante directa es de 
escasa relevancia fisiológica en sangre. Asumiendo que no hubiese una acumulación 
de (‒)-epicatequina, una interpretación similar puede hacerse para otros tejidos, ya que 
en ellos la presencia de (‒)-epicatequina estaría condicionada por su concentración  en 
sangre. 
Cabe puntualizar que dado que los dos ensayos utilizados son de competencia 
entre el atrapador de espín (PBN) o el compuesto quimioluminiscente (lucigenina) y los 
compuestos antioxidantes, una mayor velocidad de detección del aducto •P N-RO o de 
anión superóxido indica una menor velocidad de reacción entre el compuesto 
antioxidante y el radical libre en estudio. Los resultados obtenidos en esta tesis 
(sección 3.1.3.) indican que el orden de velocidades de reacción de atrapamiento del 
radical libre alcoxilo con los distintos compuestos antioxidantes ensayados fue vAsc-50M 
= vGSH5mM = vUr-300M> vEPI10M > vGSH5M > vEPI1M (Figura 26) permitiendo verificar la 
hipótesis planteada. Por lo tanto, frente a un incremento en la producción de radical 
libre alcoxilo en sangre, primero reaccionarán con el Asc- y el Ur- y a posteriori con la 
(‒)-epicatequina, asumiendo su presencia en el rango cercano a 10 M. En cambio, si 
(48) 
(49) 
(50) 
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la concentración de (‒)-epicatequina es un orden de magnitud menor, aún el GSH de 
baja concentración en plasma reaccionaría antes que la (‒)-epicatequina. 
Para el anión superóxido el orden de velocidades fue vAsc-50M > vGSH5mM > vUr-
300M = vEPI10M = vGSH5M > vEPI1M (Figura 29) lo cual también se ajusta razonablemente 
a la hipótesis planteada. Frente a un incremento en la producción de anión superóxido 
en sangre, primero reaccionaría con el Asc-, luego el Ur- y finalmente con la (‒)-
epicatequina (asumiendo su presencia en el rango cercano a 10 M) junto con el GSH.  
En el medio intracelular el GSH tendría un papel más relevante dado por su 
mayor concentración y por lo tanto por su mayor velocidad relativa para reaccionar con 
los radicales libres en estudio, en comparación con la (‒)-epicatequina. 
Concluyendo, tanto los valores de velocidad de reacción calculados teóricamente 
como los resultados experimentales obtenidos establecen una limitación importante a la 
hipótesis de una acción antioxidante directa como atrapador de radicales libres de la 
(‒)-epicatequina.  
Más aún, las limitaciones (o reservas) que se deben establecer al realizar la 
extrapolación de los resultados in vitro a sistemas ex vivo/in vivo quedan en evidencia 
en los experimentos realizados atrapando anión superóxido. Mientras que una 
concentración 0,3 M de (‒)-epicatequina fue eficiente en atrapar ≈ el 40% del anión 
superóxido generado por el sistema xantina-XO (sección 3.1.4.), en el ensayo en 
anillos de aorta una concentración 1 M no produjo ningún efecto como atrapador de 
anión superóxido (sección 3.1.6.). Estas diferencias entre los valores de (‒)-
epicatequina necesarios para observar un efecto en un sistema químico homogéneo 
(xantina-XO) y un sistema complejo (anillos de aorta) podría explicarse por una 
adsorción inespecífica de la (‒)-epicatequina a la superficie del endotelio, que 
disminuye su concentración efectiva. El ensayo en anillos aorta refleja una situación 
cercana a la de los vasos sanguíneos en contacto con la sangre conteniendo la (‒)-
epicatequina, por lo tanto, nos acerca a la condición in vivo y refuerza la necesidad de 
concentraciones de (‒)-epicatequina muy altas y difíciles de alcanzar para llevar a cabo 
una acción antioxidante directa. 
En consecuencia, una acción antioxidante directa in vivo quedaría restringida 
sólo a tejidos expuestos directamente a altas concentraciones de flavanoles, como 
puede ser el tracto gastrointestinal a tiempos cortos después del consumo de 
flavanoles o alimentos ricos en flavanoles. Para flavonoides en general se estima que 
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la concentración en el tracto gastrointestinal alcanzaría valores de alrededor de 300 M 
(Deprez y col, 2001). 
La limitación cinética implica la existencia de otros mecanismos de acción, 
compatibles con las concentraciones en sangre y tejidos alcanzados por los flavanoles, 
que pueden explicar los cambios observados en células y en tejidos y que pueden o no 
resultar en efectos antioxidantes (Fraga, 2007).  
 
4.1.2. Flavanoles dietarios y reactividad vascular 
 
Estudios llevados a cabo en la década de los 90 evaluaron la reactividad 
vascular en anillos de aorta de varios productos de la uva ricos en flavonoides en 
general y flavanoles en particular (vinos, jugos de uva y extractos de piel de uva). Estos 
productos resultaron capaces de relajar anillos de aorta de rata intactos, es decir 
cuando el endotelio esta presente, mientras que la relajación no ocurría cuando se 
removia el endotelio (Fitzpatrick y col, 1993). La capacidad de relajación mediada por 
endotelio in vitro también se ensayó para extractos acuosos de numerosos ingredientes 
dietarios de origen vegetal ricos en flavonoides (Fitzpatrick y col, 1995). Las 
conclusiones que pueden obtenerse de estos estudios son limitadas debido a la 
diversidad de muestras utilizadas, el número de compuestos químicos involucrados y la 
concentración no estandarizada de cada uno de ellos. Lo expresado justifica la 
necesidad de realizar los estudios con compuestos purificados para avanzar en los 
aspectos mecanísticos.   
Ensayando compuestos químicos representativos de los distintos subgrupos de 
compuestos fenólicos de origen vegetal se observó que el resveratrol (un compuesto 
no flavonoide) y la malvidina (una antocianina), no producían relajación de los anillos 
mientras varios flavonoles sí la producían (Fitzpatrick y col, 1993). Monómeros de 
flavanoles, como (‒)-epicatequina, (‒)-epicatequina galato, (‒)-epigalocatequina y (‒)-
epigalocatequina galato mostraron efectos vasorelajantes in vitro en arterias 
mesentéricas de rata (Huang y col, 1998). Los resultados obtenidos en la sección 3.1.7. 
de esta tesis muestran que en ensayos realizados en anillos de aorta aislada tanto la 
(‒)-epicatequina como la (+)-catequina produjeron relajación total de los anillos de 
aorta. La CI50 obtenida para (‒)-epicatequina y (+)-catequina fue de ≈ 100 M, en 
coincidencia con informes previos (Huang y col, 1999, Ghayur y col, 2007). Por lo tanto 
112 
 
a las concentraciones que estos compuestos pueden alcanzar en sangre, no hubo 
efectos significativos. En esta línea, otros grupos de investigación demostraron que los 
flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina resultaron menos eficientes en la relajación 
vascular ex vivo en relación a otros subgrupos de flavonoides (Duarte y col, 1993; 
Mendes y col, 2003; Xu y col, 2007). La relajación producida por la (‒)-epicatequina 
depende de la presencia del endotelio intacto y se revierte por L-NAME, indicando que 
la vasodilatación producida por este flavanol es mediada por NO (Huang y col, 2000; 
Chen y col, 2002). 
 
4.1.3. (‒)-Epicatequina y (+)-catequina: análisis comparativo de resultados 
 
Los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina son estereoisómeros que sólo se 
diferencian en la orientación del grupo hidroxilo de la posición 3- del anillo C (Figura 2).  
Recientemente se ha sugerido que esa diferencia estructural implicaría efectos 
biológicos diferenciales. Experimentos realizados en células endoteliales en cultivo 
dieron como resultado que la estimulación en la producción de NO era mayor con (‒)-
epicatequina que con (+)-catequina (Ramírez-Sánchez y col, 2010). Más aún, el 
aumento en la relajación in vivo de la arteria femoral de rata fue mayor después de la 
infusión de (‒)-epicatequina que de (+)-catequina (Ottaviani y col, 2011). Los resultados 
presentados en la Figura 25 y la Tabla 10 muestran que las constantes de velocidad de 
reacción in vitro con el radical libre alcoxilo no son diferentes entre (‒)-epicatequina y 
(+)-catequina. En relación al anión superóxido, ni las IC50 de atrapamiento de anión 
superóxido in vitro y ni el efecto sobre el atrapamiento de anión superóxido en anillos 
de aorta fueron diferentes. Esta similitud en el efecto estaría relacionada con que las 
constantes de velocidad de reacción entre el anión superóxido y (‒)-epicatequina o (+)-
catequina son similares (Suzuki y col, 1991). Adicionalmente, (‒)-epicatequina y (+)-
catequina no presentaron diferencias en su capacidad de modificar la relajación ni la 
fosforilación de eNOS en Ser1177 en anillos de aorta.  
La decisión de utilizar (‒)-epicatequina en los ensayos in vivo se basó en hechos 
prácticos: i) el laboratorio del Dr. Fraga cuenta con amplia experiencia en estudios con 
cacao y derivados, en donde la (‒)-epicatequina es el flavanol mayoritario; ii) la (‒)-
epicatequina demostró tener una mejor biodisponibilidad tanto en humanos (Holt y col, 
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2002) como en roedores (Baba y col, 2001) y iii) es un punto de partida en el 
conocimiento de los efectos de las dietas ricas en frutas y verduras. 
 
4.2. Estudios in vivo: Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en 
modelos experimentales en ratas 
 
En los últimos años se llevaron a cabo varios estudios analizando los efectos 
sobre la PA de alimentos ricos en (‒)-epicatequina y flavanoles relacionados, como lo 
son el cacao y el té. Estudios de intervención con cacao y productos derivados 
realizados sobre diferentes grupos de sujetos (normotensos, pre-hipertensos, 
hipertensos grado 1, con alto riesgo cardiovascular, hipercolesterolémicos, adultos 
mayores con alteraciones cognitivas moderadas) mostraron que el consumo de cacao 
se asociaba con una disminución de la PA (Fraga y col, 2005; Crews y col, 2008; Faridi 
y col, 2008; Allen y col, 2008; Ried y col, 2009; Grassi y col, 2005; Desch y col, 2010; 
Desideri y col, 2012). En cambio, los resultados de estudios analizando el efecto del té 
verde y/o té negro sobre la función endotelial y la PA fueron  controversiales. En 
estudios usando té verde se observó una disminución en la PA en niños y adultos 
obesos (Matsuyama y col, 2008; Nagao y col, 2007). También se observó un 
mejoramiento de la función endotelial, luego del consumo de té negro en sujetos 
normotensos (Grassi y col, 2009) y en sujetos con problemas cardiovasculares (Duffy y 
col, 2001). Por el contrario, la ingestión de té verde y/o negro en sujetos hipertensos se 
asoció con incrementos en la PA (Hodgson y col, 1999; Duffy y col, 2001). Estas 
diferencias entre los efectos del cacao y del té sobre la PA podrían deberse a la 
presencia de diferentes tipos de flavanoles en las dos plantas. El cacao presenta 
mayormente flavanoles monoméricos, (–)-epicatequina y (+)-catequina y procianidinas, 
mientras que el té presenta mayoritariamente monómeros de flavanoles conteniendo 
grupos galato, i.e. epigalocatequina y epigalocatequina galato (Balentine y col, 1997).  
Diferentes modelos de hipertensión en animales se utilizaron para evaluar el 
efecto antihipertensivo de alimentos y bebidas ricos en compuestos fenólicos y de 
compuestos fenólicos purificados, revisado en (Galleano y col, 2010). En esta tesis se 
usaron dos modelos experimentales que generan un incremento de PA: i) un modelo 
de inhibición de la producción de NO por administración de L-NAME de corta duración 
y ii) un modelo de SM por sobrecarga de fructosa de larga duración, más cercano a la 
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hipertensión esencial humana en términos de su origen multifactorial por sobrecarga de 
fructosa. 
 
4.2.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en ratas tratadas con 
L-NAME 
 
En los experimentos de la sección 3.2. se evaluó el efecto sobre la PA de la 
administración de (‒)-epicatequina en la dieta en un modelo animal de incremento de la 
PA basado en la inhibición sistémica de la producción de NO. Con este objetivo se 
utilizó la administración de L-NAME para inhibir la actividad de NOS, que es un modelo 
de uso generalizado (Baylis y col, 1992; Arnal y col, 1993; Moreno Jr y col, 1996; 
Pechanova y col, 1999; Doggrell y Brown, 1998). El mecanismo de acción del L-NAME 
se basa en su transformación en las células a Nω-nitro-L-arginina (L-NNA), compuesto 
que compite con la L-arginina como sustrato de la NOS (Vitecek y col, 2012). La 
cantidad de L-NAME administrada en este trabajo de tesis (40 mg de L-NAME/kg de 
peso corporal/d) se encuentra dentro del rango de cantidades administradas en 
trabajos publicados por otros grupos de investigación (Arnal y col, 1992; Kashiwagi y 
col, 2000; Bernatova y col, 2002; Paulis y col, 2010). Sin embargo la duración del 
tratamiento fue notablemente más corta que los períodos empleados en dichos trabajos 
(4 d vs 4 - 12 semanas). Este tratamiento de corta duración fue seleccionado porque 
permitió asociar primariamente el aumento de la PA a una disminución de la 
biodisponibilidad de NO y no presenta los efectos a largo plazo que pueden producirse 
por un sostenido déficit de NO, por ejemplo, la inflamación crónica, que pueden 
empeorar la función vascular (De Caterina y col, 1995; Zeiher y col, 1995; Wang y col, 
1996). 
 
4.2.1.1. Cantidad de (‒)-epicatequina administrada 
 
Los efectos de flavonoides dietarios sobre la salud cardiovascular se han 
estudiado en diversos modelos animales, utilizando distintas vías de administración 
(oral o parenteral), diferentes esquemas (en bolo o en la dieta) y en un amplio rango de 
cantidades. En este estudio (sección 3.2.), se administró (‒)-epicatequina en un rango 
de 0,2 a 4,0 g/kg de dieta. Pese a que estas cantidades de (‒)-epicatequina podrían 
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considerarse altas cuando se las compara con un consumo humano basado en la dieta, 
hay varias razones que justifican su uso: i) el corto período de tiempo del estudio hace 
necesario administrar cantidades altas para obtener cambios significativos en los 
parámetros ensayados; ii) se intentó asociar efectos vasculares con aspectos 
mecanísticos, por lo que se llevó al sistema experimental a una condición extrema; iii) 
las cantidades de (‒)-epicatequina ensayadas no mostraron acciones tóxicas y iv) si 
bien la administración de (‒)-epicatequina fue dietaria un efecto farmacológico también 
es posible. 
En relación a la toxicidad de la (‒)-epicatequina, si bien no se encuentran en 
literatura trabajos que evaluen sistemáticamente su toxicidad en roedores, sí se han 
realizado estudios con otros flavonoides, por ejemplo isoquercetrina (glucósido del 
flavonol quercetina) (Tamura y col, 2010), o con una mezcla de catequinas de té verde 
(Takami y col, 2008). En ambos trabajos, se evaluó la toxicidad a largo plazo en ratas y 
se observaron efectos adversos, como el aumento de enzimas hepáticas en suero, sólo 
cuando la cantidad de flavanoles superaban los 10 g/kg de dieta. En consecuencia aún 
la dieta con el contenido de (‒)-epicatequina más alto utilizada en esta tesis (4,0 g/kg) 
no produciría efectos tóxicos.  
 
4.2.1.2. Presión arterial 
 
Los resultados obtenidos permiten especular que la administración dietaria de 
(‒)-epicatequina previene el aumento de la PA inducida por L-NAME en ratas. 
Sustentan esta especulación las siguientes evidencias experimentales: i) la necesidad 
de la presencia de (‒)-epicatequina en la dieta para prevenir el desarrollo del 
incremento en la PA, tal como se observa por el aumento en la PA que ocurre como 
consecuencia de la remoción de (‒)-epicatequina de la dieta (Figura 34); ii) la 
asociación entre la cantidad de (‒)-epicatequina presente en la dieta y la magnitud del 
efecto antihipertensivo (Fig 33) y iii) la presencia de (‒)-epicatequina en sangre luego 
de su administración en la dieta (Tabla 12). En un estudio reciente en el cual ratas 
fueron tratadas por 4 semanas con L-NAME (75 mg/kg/d) y una dosis de (‒)-
epicatequina de 10 mg/kg de peso corporal/d, no se observaron cambios en PA 
(Gómez-Guzmán y col, 2011). Sin embargo, el mismo tratamiento con (‒)-epicatequina 
previno el incremento de la PA en ratas hipertensas por tratamiento con 
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desoxicorticosterona acetato (DOCA)-sal (Gómez-Guzmán y col, 2012). En otro estudio 
la administracion dietaria de (‒)-epicatequina (3,0 g/kg dieta  durante 2-6 d) produjo una 
disminución en la PA y mejoró la vasorelajación en SHR (Galleano y col, 2013). La 
relación entre la (‒)-epicatequina y la disminución de la PA tiene un importante apoyo 
en los resultados de un meta-análisis sobre los efectos del consumo de cacao en 
humanos que muestra que la reducción en la PA se corresponde con la cantidad de 
(‒)-epicatequina ingerida (Ellinger y col, 2012).  
En resumen, los resultados presentados en la sección 3.2. y los resultados de 
estudios en otros laboratorios, apoyan el concepto de que la (‒)-epicatequina puede 
modular la PA en la hipertensión debido a la disminución de la biodisponibilidad de NO.  
 
4.2.1.3. Hipótesis sobre la modulación de la biodisponibilidad de óxido nítrico 
(NO) 
 
Los mecanismos asociados a los efectos observados en la PA por la 
administración de (‒)-epicatequina en la dieta, se investigaron basados primariamente 
en que el tratamiento con L-NAME genera un aumento de la PA como consecuencia de 
una disminución en la [NO]EE. Por lo tanto, la relación entre el NO y el anión superóxido 
es crucial en la definición de la biodisponibilidad de NO en la pared vascular. Los 
principales determinantes de la biodisponibilidad de NO estudiados en este modelo se 
indican en el esquema de la Figura 50.  
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Figura 50: Determinantes de la biodisponibilidad de NO en la pared vascular. Sobre el 
esquema de la reacción entre el NO y el anión superóxido se indican los factores que se 
analizaron en el modelo de ratas tratadas con L-NAME. Los números indican: (1) la actividad 
de NOS; (2) la expresión de eNOS; (3) la producción de anión superóxido por parte de NOX y 
(4) la expresión de la subunidad p47phox. Adicionalmente se indican el origen de los nitratos y 
nitritos en sangre y las especies responsables de la modulación del estrés oxidativo.  
 
Dado que en los experimentos que se muestran en la sección 3.2. se 
administraron en simultáneo (‒)-epicatequina y L-NAME, fue necesario realizar un 
control para estudiar una posible interacción entre estos dos compuestos. Se entiende 
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interacción como las modificaciones en el/los efectos, por cambios en las 
concentraciones de los compuestos debido a diferencias en la absorción, transporte, 
distribución, metabolización o excreción de uno o los dos compuestos con respecto a 
las esperadas para cada uno si se toman de forma individual. Con este objetivo, se 
midieron sus concentraciones plasmáticas. En el caso de L-NAME se determinó su 
metabolito, L-NNA. Los resultados mostrados en la Tabla 12 indican que no hubo 
interacción entre estos dos compuestos. Por consiguiente los cambios observados en 
la PA (y en otros parámetros) no se deberían a una menor biodisponibilidad de L-
NAME causada por una interacción con la (‒)-epicatequina. De manera recíproca, los 
efectos de la (‒)-epicatequina no se verían afectados por la administración de L-NAME. 
 
4.2.1.4. Efectos sobre la producción de óxido nítrico (NO) 
  
En los animales tratados con L-NAME se detectó una menor actividad de NOS 
en aorta, de acuerdo a la función del L-NAME como inhibidor de NOS y en coincidencia 
con informes previos (Paulis y col, 2010; Husain, 2002). Los resultados publicados en 
relación a la expresión de eNOS en aorta en este modelo, en cambio, no son 
homogéneos. Mientras  Gómez-Guzmán y col (Gómez-Guzmán y col, 2011) 
observaron un aumento en la expresión de eNOS, otros autores no hallaron cambios 
significativos (Paulis y col, 2010). Los resultados obtenidos en esta tesis (Figura 38 A) 
muestran que en el grupo que recibió  (‒)-epicatequina simultáneamente con L-NAME, 
la actividad de NOS en tejido vascular recuperó los valores del grupo Control. Sin 
embargo, la expresión de eNOS en aorta no se modificó por los tratamientos. Por lo 
tanto las posibles causas del restablecimiento de la actividad de NOS por (‒)-
epicatequina en el grupo tratado simultáneamente con L-NAME, se reducen a: i) un 
efecto directo de la (‒)-epicatequina por desplazamiento de L-NNA de su sitio de unión 
en eNOS y/o ii) un efecto post-traduccional sobre la eNOS mediado por la (‒)-
epicatequina.  
 El efecto directo de la (‒)-epicatequina desplazando a L-NNA de su sitio de 
unión en eNOS no sería factible en las condiciones estudiadas. Las concentraciones 
plasmáticas de L-NNA en los dos grupos tratados con L-NAME fueron 39 y 50 M, y 
por lo tanto superiores a la CI50 reportada para la unión de L-NNA a eNOS, que es de 
3,5 M (Mayer y col, 1993). Mientras que las concentraciones plasmáticas de (‒)-
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epicatequina (7-9 M) fueron significativamente menores que la CI50 correspondiente a 
la inhibición de eNOS por parte de (‒)-epicatequina (500 M) (Chiesi y Schwaller, 
1995). Estos resultados permiten excluir un efecto competitivo de (‒)-epicatequina 
desplazando al L-NNA del sitio activo de la eNOS.  
 Por lo tanto, el mecanismo más probable de la acción de la (‒)-epicatequina 
sobre la eNOS estaría relacionada con modificaciones post-traduccionales apoyando la 
existencia de mecanismso indirectos de acción de la (‒)-epicatequina. 
 
4.2.1.5. Efectos sobre la degradación de óxido nítrico (NO): participación del 
anión superóxido 
 
Varios estudios realizados sugieren que las EAO y el estrés oxidativo están 
involucrados en el desarrollo y/o el mantenimiento de la hipertensión (Ward y col, 2006; 
Touyz, 2003; Grossman, 2008). En los experimentos de esta tesis, el tratamiento con L-
NAME generó estrés oxidativo, dado que: i) incrementó marcadores sistémicos 
(relación GSSG/GSH2 y la concentración de MDA plasmáticos) y ii) aumentó la 
capacidad de producción de anión superóxido en aorta. Dado que el tratamiento con 
(‒)-epicatequina revirtió tanto el estrés oxidativo como el incremento en la PA, los 
resultados aquí presentados confirman una asociación entre el estrés oxidativo y la 
hipertensión. 
Una producción de anión superóxido en exceso de la normal podría ser 
responsable del estrés oxidativo observado en varios modelos de hipertensión en ratas, 
por ejemplo, en ratas SHR machos (Lodi y col, 2006) y hembras (López-Sepúlveda y 
col, 2008), Otsuka Long-Evans Tokushima Obesas (OLETF) (Ihm y col, 2009), DOCA-
sal (Gómez-Guzmán y col, 2012), hipertensas por 2 clips de dos riñones (Wang y col, 
2007), Dahl-sal sensibles (Nishiyama y col, 2004) y SHR que desarrollan accidentes 
cerebrovasculares (Akasaki y col, 2006). El tratamiento con L-NAME también se asocia 
a un aumento de la actividad y/o de la expresión de NOX en aorta (Gómez-Guzmán y 
col, 2011; Usui y col, 1999). En ratas tratadas con L-NAME durante dos semanas se 
observó un aumento en los niveles de RNAm de NOX en aorta (Toba y col, 2005), 
mientras que después de una semana de tratamiento se observó un aumento en la 
actividad de NOX en aorta de ratas (Usui y col, 1999).  
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Como se describió en la Introducción (sección 1.3.), la familia de las NOX son 
una importante fuente de anión superóxido en la pared vascular, siendo las principales 
generadoras las isoformas NOX1 y NOX2 (Drummond y col, 2011). Se ha postulado 
que una excesiva producción de anión superóxido por parte de NOX2 es responsable 
del daño endotelial y la disminución en las vías de señalización iniciadas por NO 
presentes en los estadíos tempranos de la enfermedad vascular (Miller y col, 2006; 
Brandes y Schroder, 2008). 
En los resultados mostrados en la Figura 39 se observan, en aorta, aumentos en 
la producción de anión superóxido dependiente de NADPH y en la expresión de p47phox 
asociados al tratamiento con L-NAME, que no están presentes en las ratas tratadas 
con (‒)-epicatequina y con L-NAME en simultáneo. Estos resultados sugieren que hay 
una modulación de la actividad de NOX, en principio, a través de modificaciones en el 
ensamblado/actividad de NOX2 como consecuencia en cambios en la expresión de 
p47phox. El incremento en la expresión de p47phox asociado a L-NAME se manifestó en 
células de músculo liso de la capa media de la aorta, como se había observado en 
otros modelos de hipertensión (Lodi y col, 2006; Sarr y col, 2006; Sánchez y col, 2007). 
Esta regulación de la NOX podría ser de relevancia para la producción local y sistémica 
de anión superóxido, dado que en la pared vascular la cantidad de células de músculo 
liso es relativamente mayor que la cantidad de células endoteliales y de células 
presentes en la capa adventicia.  
Es de destacar que en paralelo a las alteraciones en la biodisponibilidad de NO, 
las modificaciones en la producción de anión superóxido también serían responsables 
de las alteraciones producidas en los indicadores de estrés oxidativo. Dentro de esos 
indicadores, se incluyen los niveles de nitrotirosinas unidas a proteínas plasmáticas 
(Figura 37) que se consideran indicadores la producción de peroxinitrito (Pryor y 
Squandrito, 1995; Oshima y col, 1990). En una primera aproximación se considera que 
la producción de peroxinitrito es máxima en presencia de producciones equivalentes de 
NO y de anión superóxido. Sin embargo, en los experimentos de esta tesis, la 
producción de peroxinitrito aparece impulsada por la producción de anión superóxido.   
 
4.2.1.6. Integración de resultados en ratas tratadas con de L-NAME  
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En resumen, la administración dietaria de (‒)-epicatequina fue eficiente para 
prevenir los aumentos de PA y de marcadores de estrés oxidativo inducidos por L-
NAME en paralelo a el restablecimiento de la biodisponibilidad de NO a valores 
controles. Dentro de los mecanismos asociados a estos efectos, en el esquema de la 
Figura 51 se indican las modificaciones producidas por L-NAME y por la administración 
de (‒)-epicatequina en la dieta. Los mecanismos implicados en el restablecimiento de  
biodisponibilidad de NO a valores normales por el tratamiento con (‒)-epicatequina en 
este modelo incluyen: i) un aumento de la actividad de NOS sin modificación de la 
expresión de eNOS y ii) la prevención del estrés oxidativo mediado por NOX por 
disminución de la producción de anión superóxido asociado a una disminución en la 
expresión de p47phox.  
 
4.2.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud vascular en ratas tratadas con 
sobrecarga de fructosa 
 
En los experimentos de la sección 3.3. se evaluó el efecto sobre la PA de la 
administración de (‒)-epicatequina en la dieta en un modelo animal de incremento de 
PA basado en la sobrecarga de fructosa dietaria. En este modelo se asume que el 
incremento en la PA tiene un origen multifactorial, semejante al de la hipertensión 
esencial humana. 
La administración de fructosa a roedores es un modelo de SM utilizado con 
frecuencia, aún cuando no reproduce exactamente el conjunto de alteraciones que 
satisfacen la definición de SM en humanos, como la obesidad  (Bray y col, 2004). A 
pesar de esta limitación, el modelo de administración de fructosa resulta adecuado para 
el objetivo de este trabajo ya que representa adecuadamente los cambios 
cardiovasculares del SM, en comparación con otros modelos (genéticos, inducidos 
químicamente o inducidos por la dieta) aplicados en roedores (Lehnen y col, 2013).  
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Figura 51: Modificaciones en los determinantes de la biodisponibilidad de NO en la pared 
vascular estudiados en ratas tratadas con L-NAME. Los números indican: (1) la actividad de 
NOS, (2) la expresión de eNOS; (3) la producción de anión superóxido por parte de NOX y (4) 
la expresión de la subunidad p47phox.  Las flechas rojas indican el sentido de las modificaciones 
en los animales del grupo L-NAME con respecto al Control y las flechas verdes indican el 
sentido de las modificaciones en el grupo L-NAME+EPI con respecto al grupo L-NAME. Las 
flechas llenas se usaron para las variaciones en los parámetros medidos y las vacías para las 
variaciones supuestas en los parámetros no medidos. De la misma manera se indican las 
modificaciones en la concentración plasmática de nitratos y nitritos y en los indicadores de 
estrés oxidativo. 
 
4.2.2.1. Cantidad de (‒)-epicatequina administrada 
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La cantidad de (‒)-epicatequina utilizada en la dieta en este modelo, 0,2 g/kg de 
dieta, corresponde a una administración de 20 mg de (‒)-epicatequina/kg de peso 
corporal/d y fue seleccionada en base a los datos de literatura (Bettaieb y col, 2014; 
Gómez-Guzmán, 2011; Gómez-Guzmán, 2012). La cantidad de (‒)-epicatequina 
administrada en este modelo experimental fue 15 veces menor que la administrada en 
el modelo de L-NAME. Esta disminución en la cantidad de (‒)-epicatequina 
administrada se debe a la extensión del tratamiento (8 semanas vs. 4 d para 
administración de fructosa y de L-NAME, respectivamente).  
Es posible relacionar esta cantidad de (‒)-epicatequina con la que recibe la 
población de países occidentales a través de algunas consideraciones. La cantidad de 
20 mg de (‒)-epicatequina/kg de peso corporal/d puede ser estimada como equivalente 
a 4 mg de (‒)-epicatequina/kg peso corporal/d en humanos teniendo en cuenta la 
diferencia metabólica entre ratas y humanos (European Chemicals Agency, 2012). Este 
valor debería ser comparado con las estimaciones realizadas para la ingesta diaria 
humana de (‒)-epicatequina, que está en el rango de 0,16 a 0,21 mg/kg peso 
corporal/d (Vogiatzoglou y col, 2014) o de 0,14 a 0,34 mg/kg peso corporal/d (Knaze y 
col, 2012). Por lo tanto, la cantidad de (‒)-epicatequina administrada a las ratas es, en 
promedio, 15 veces mayor que la ingesta diaria determinada para la mayoría de las 
poblaciones no vegetarianas. Estos niveles de ingesta diaria de (‒)-epicatequina en 
humanos podrían alcanzarse con diversas estrategias: i) siguiendo las 
recomendaciones de aumento en el consumo de frutas y vegetales (los valores 
calculados corresponden a la mayoría de la población mundial que consumen menos 
de la mitad de las 5 porciones diarias recomendadas), ii) aumentando específicamente 
el consumo de frutas y vegetales ricos en flavanoles o en (‒)-epicatequina y iii) 
suplementando la dieta con (‒)-epicatequina o con flavanoles puros. 
 
4.2.2.2. Aspectos metabólicos generales 
 
Los resultados de esta tesis (sección 3.3.1.) mostraron un incremento en la 
concentración de triglicéridos plasmáticos en los animales sobrecargados con fructosa 
en concordancia con numerosos estudios realizados en el mismo modelo de SM, 
revisado en (Galleano y col, 2012). La atenuación del incremento en la concentración 
de triglicéridos plasmáticos en los animales que recibieron simultáneamente fructosa y 
(‒)-epicatequina fue previamente informada (Bettaieb y col, 2014). Adicionalmente, si 
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bien la sobrecarga con fructosa no generó cambios en los niveles de colesterol total, 
colesterol-HDL y colesterol-LDL, el grupo que recibió simultáneamente fructosa y (‒)-
epicatequina exhibió un mejor perfil de lípidos (Tabla 13). El efecto de los flavanoles  
sobre los triglicéridos plasmáticos ha sido frecuentemente adjudicada a la inhibición de 
la lipasa pancreática, sin embargo, sólo los flavanoles con grupos galatos ejercen esta 
inhibición in vitro (Ikeda y col, 2005), sugiriendo que para el caso de la (‒)-epicatequina 
(que no posee grupos galato) el mecanismo de acción sería a través de la regulación 
de la lipogénesis (Bettaieb y col, 2014). 
 El efecto de la sobrecarga de fructosa sobre la concentración plasmática de 
glucosa no fue tan consistente como sobre la concentración de triglicéridos 
plasmáticos. Algunos estudios mostraron un aumento en la concentración de glucosa 
(Kelley y col, 2004; Vazquez-Prieto y col, 2010), mientras que tanto en los resultados 
mostrados en esta tesis y en otros trabajos (Hyakukoku y col, 2003; Zhao y col, 2009; 
Zakula y col, 2011) no se evidenciaron variaciones en la glucemia basal.  
 
4.2.2.3. Presión Arterial 
 
Dentro de los estudios llevados a cabo en los últimos años analizando los 
efectos sobre la PA de alimentos ricos en (‒)-epicatequina y flavanoles relacionados, 
una línea de estudios se realizó en pacientes con algunos de los factores de riesgo de 
SM o diagnosticados con SM. En sujetos sanos obesos y con sobrepeso, el consumo 
de chocolate rico en flavanoles redujo significativamente la PA (Almoosawi y col, 2010; 
Almoosawi y col, 2012) y el consumo de cacao con alto contenido de flavanoles redujo 
la PA en asociación con una mejora en la dilatación mediada por flujo (Davison y col, 
2008). En un ensayo de intervención con chocolate rico en flavanoles en pacientes 
hipertensos con intolerancia a la glucosa, los resultados mostraron una mejora en la 
sensiblidad a la insulina y una disminución en la PA en el grupo tratado (Grassi y col, 
2008).  
En modelos experimentales de SM, la administración de (+)-catequina (30 
mg/kg/d) durante 12 semanas previno el incremento de PA en ratas OLETF (Ihm y col, 
2009). Recientemente, se demostró que la administración de flavanoles extraídos del 
cacao previno el incremento de PA en ratas tratadas con un dieta rica en grasas 
(Osakabe y col, 2014). 
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Los resultados presentados en la sección 3.3. mostraron que la administración 
dietaria de (‒)-epicatequina previene el aumento de la PA producido en ratas por el 
consumo de 10 % (p/v) de fructosa en la bebida. Si bien no hay en literatura otros 
trabajos que evalúen el efecto de la (‒)-epicatequina sobre la PA en este modelo 
experimental, estudios recientes muestran efectos beneficiosos de la (‒)-epicatequina 
en humanos o en animales que presentan alguna de las características del SM, como 
la resistencia a la insulina y la obesidad (Ramírez-Sánchez y col, 2013; Si y col, 2011; 
Bettaieb y col, 2014). 
El incremento de la PA producido por el tratamiento con fructosa al 10 % (p/v) no 
estuvo asociado con hipertrofia cardíaca o remodelación arterial, en concordancia con 
los resultados obtenidos por otros autores (Zakula y col, 2011). En base a estos 
resultados y a los obtenidos en esta tesis en el modelo experimental de L-NAME se 
analizó la hipótesis de la modulación de la biodisponibilidad de NO como uno de los 
mecanismos responsables de la modulación de la PA por parte de la (‒)-epicatequina 
en ratas con sobrecarga de fructosa.  
 
4.2.2.4. Hipótesis sobre la modulación de la biodisponibilidad de óxido nítrico 
(NO) 
 
De acuerdo a lo indicado en la sección 4.2.1.3., en la hipótesis de la modulación 
de la biodisponibilidad de NO, la relación entre el NO y el anión superóxido es crucial 
en la definición de su biodisponibilidad. Los principales determinantes de la 
biodisponibilidad de NO estudiados en este modelo se resumen en el esquema de la 
Figura 52. 
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Figura 52: Determinantes de la biodisponibilidad de NO en la pared vascular. Sobre el 
esquema de la reacción entre el NO y el anión superóxido se indican los factores que se 
analizaron en ratas con sobrecarga de fructosa. Los números indican: (1) la actividad de NOS; 
(2) la expresión de eNOS; (3) la fosforilación de eNOS en Ser1177; (4) la expresión de 
caveolina-1; (5) la producción de anión superóxido por parte de NOX y (6) la expresión de las 
subunidades p22phox y p47phox. De la misma manera se indican la expresión de NOX4, las 
especies responsables de la modulación del estrés oxidativo y la activación de vías de 
señalización mediadas por el estado de óxido-reducción. 
 
La disfunción endotelial se presenta en pacientes con SM (Lteif y col, 2005) y 
también se asocia con el modelo experimental de sobrecarga de fructosa (Wang y col, 
2007; Nyby y col, 2005), pero los mecanismos que participan en la misma no han sido 
dilucidados.   
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4.2.2.5. Efectos sobre la producción de óxido nítrico (NO) 
 
En algunos trabajos que utilizaron el modelo de sobrecarga de fructosa en ratas 
se observó una disminución en la actividad de NOS en aorta, corazón y tejido 
mesentérico en rata sobrecargadas con fructosa (Miatello y col, 2001; Miatello y col, 
2005; Vazquez-Prieto y col, 2010). En el mismo sentido que estos trabajos, Nyby y col 
encontraron en el modelo de fructosa una disminución en la expresión y en los niveles 
de RNAm de eNOS en aorta y corazón (Nyby y col, 2005). Sin embargo, en esta tesis 
observamos un aumento en la actividad de NOS en las ratas tratadas con fructosa 
(Figura 43). Este efecto podría atribuirse a un mecanismo compensatorio para 
aumentar la producción de NO y mantener su biodisponibilidad en presencia de niveles 
elevados de anión superóxido, como fue descripto en SHR (Costa y col, 2010). El 
aumento en la actividad de NOS no fue paralelo con un incremento en la expresión de 
eNOS (que sería un efecto esperado como respuesta adaptativa a largo plazo), pero sí 
con un aumento de la fosforilación de la eNOS en un sitio activador. Como se indicó en 
la Introducción (1.4.3.), dentro de los mecanismos post-traduccionales implicados en la 
regulación de la actividad de eNOS, un papel relevante lo cumplen los procesos de 
fosforilación en sitios de activación (Ser1177, Ser633, Ser615 y Tyr81) y sitios de 
inhibición (Thr495 yTyr 657) (Chen y col, 2008; Fulton y col, 2005; Fisslthaler y col, 
2008). Estudios in vitro mostraron que la incubación de células endoteliales de arteria 
coronaria humana en cultivo con 1 M de (‒)-epicatequina aumentó la fosforilación en 
los sitios Ser1177 y Ser633 y disminuyó la fosforilación en Thr495 (Ramírez-Sánchez y 
col, 2010). En esta tesis (Figuras 43 y 44), se observó un aumento en la actividad de 
NOS en paralelo a niveles de expresión mayores de eNOS fosforilada en el sitio de 
activación Ser1177 en aorta de animales que recibieron simultáneamente fructosa y 
(‒)-epicatequina, respecto al grupo Control. Estos resultados coinciden con los 
publicados en trabajos realizados por Gómez-Guzmán y col ya que observaron que el 
tratamiento con (‒)-epicatequina produjo un aumento en la expresión de eNOS 
fosforilada en Ser1177 en ratas deficientes en NO por L-NAME y en ratas DOCA-sal 
(Gómez-Guzmán y col, 2011; Gómez-Guzmán y col, 2012). Sin embargo, debido a que 
en el grupo tratado solamente con fructosa también hubo un aumento en los niveles de 
fosforilación de Ser1177, no es posible atribuir inequívocamente la mayor actividad de 
128 
 
NOS encontrada en el grupo tratado con fructosa y (‒)-epicatequina al aumento de la 
fosforilación en este modelo. 
 
4.2.2.6. Efectos sobre la degradación de óxido nítrico (NO): participación del 
anión superóxido  
 
El incremento en la producción de anión superóxido en aorta se demostró en 
varios modelos de hipertensión (ver sección 4.2.1.5). En esta tesis la sobrecarga de 
fructosa produjo un aumento en la producción de anión superóxido en aorta que se 
asoció con una mayor expresión de las subunidades p22phox y p47phox (Figura 46). 
Vázquez-Prieto y col también observaron un aumento en la generación de anión 
superóxido en aorta y en tejido mesentérico de ratas tratadas con fructosa (Vázquez-
Prieto y col, 2010; Vázquez-Prieto y col, 2011). Previamente un estudio realizado por 
Al-Awwadi y col en el modelo de fructosa en ratas, mostró un aumento en la producción 
de anión superóxido en aorta en paralelo con un incremento en la expresión de la 
subunidad gp91phox (NOX2) en corazón (Al-Awwadi y col, 2005). Adicionalmente, en 
varios modelos animales de hipertensión in vivo se observó un aumento en la 
expresión de NOX1 (Akasaki y col, 2006; Nakano y col, 2008). 
En ese sentido, la disminución en la producción de anión superóxido en aorta 
detectado en el grupo que recibió simultánemente fructosa y (‒)-epicatequina respecto 
del grupo tratado con fructosa podría ser atribuida a un menor ensamblado/actividad de 
NOX1/NOX2 como consecuencia de la menor expresión de p47phox y/o p22phox en ese 
grupo. La suplementación dietaria con (‒)-epicatequina en otros modelos de 
hipertensión también se asoció a una reducción en la expresión de p47phox y/o p22phox 
(Gómez-Guzmán y col, 2011; Gómez-Guzmán y col, 2012).  
En este modelo de sobrecarga de fructosa, a diferencia de lo observado en el 
modelo de L-NAME, las modificaciones en la expresión de las subunidades de NOX se 
evidenciaron a través de toda la pared vascular, sin predominio de la capa media, 
sugiriendo que el origen y desarrollo del incremento de la PA puede generar respuestas 
diferenciales en este efecto. 
 
4.2.2.7. Caveolina-1 como modulador de óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y 
NADPH oxidasa (NOX) 
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Se ha demostrado que la eNOS está sujeta a una regulación negativa alostérica 
por interacción directa con caveolina-1 (García-Cárdena y col, 1997; Michel y col, 1997; 
Ju y col, 1997). En este sentido, el incremento en la expresión de caveolina-1 presente 
en los animales con sobrecarga de fructosa se asocia con una modulación negativa de 
la eNOS en células endoteliales. De la misma manera, en ratas tratadas con fructosa y 
en ratas tratadas con estreptozocina (modelo de diabetes) se observaron fallas en la 
relajación de aorta en respuesta a la acetilcolina en asociación a un aumento en la 
expresión de caveolina-1 (Elcioglu y col, 2010). En esta tesis, la expresión de 
caveolina-1 en el grupo que recibió en simultáneo fructosa y (‒)-epicatequina fue 
similar a la del grupo Control (Figura 44), sugiriendo la falta de la inhibición de eNOS 
por interacción con caveolina-1 inducida por la sobrecarga de fructosa.  
Por otro lado, se propuso un  papel  para la caveolina-1 en el ensamblado de 
NOX en las células endoteliales (Yang y Rizzo, 2007). Lobysheva y col demostraron 
que el reclutamiento de p47phox y el ensamblado de NOX son positivamente modulados 
por la cantidad de caveolina-1 (Lobysheva y col, 2011). Por lo tanto, el aumento en la 
expresión de caveolina-1 en el grupo tratado con fructosa podría estar asociado 
además de a una reducción de la actividad de eNOS como se describió anteriormente, 
a un incremento del ensamblado/activación de NOX1 y NOX2.  
Por el contrario, la restauración de la baja expresión de caveolina-1 observada 
en el grupo tratado con fructosa y (‒)-epicatequina estaría asociado a un aumento en la 
actividad de eNOS y a un menor ensamblado/activación de NOX1 y NOX2. Todo lo 
cual lleva a una mayor biodisponibilidad de NO y consecuente disminución de la PA en 
el grupo tratado con fructosa y (‒)-epicatequina. 
 
4.2.2.8. Efecto sobre la expresión de NOX4 
 
NOX4 no ha demostrado requerir de subunidades regulatorias ni activadoras 
para ejercer su actividad enzimática (Ambasta y col, 2004; Geiszt y col, 2000), por lo 
tanto, su actividad sólo depende de su expresión. Mientras existe coincidencia en 
relación a que un incremento en la expresión/actividad de NOX1/NOX2 está asociado a 
hipertensión y resulta en efectos negativos sobre la salud vascular, no hay consenso 
acerca del papel de la NOX4. Se ha demostrado un papel protector de NOX4 
facilitando la adaptación cardíaca en animales con sobrecarga de presión (Zhang y col, 
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2010) pero ratones deficientes en NOX4 están protegidos contra el estrés oxidativo en 
la enfermedad cerebrovascular (Braeuninger y col, 2010) y recientemente se adjudicó 
un papel para NOX4 en el desarrollo de la lesión vascular (Ginnan y col, 2013). En este 
trabajo de tesis (Figura 44), el aumento de la expresión de NOX4 observado en las 
ratas sobrecargadas con fructosa, aparece asociado a efectos deletéreos como el 
aumento de la PA. 
Por otro lado, dado que el producto primario de la NOX4 sería el peróxido de 
hidrógeno (Ambasta y col, 2006; Martyn y col, 2006; von Lohneysen y col, 2008) que 
por sus características químicas es una molécula más adecuada para actuar como 
mensajero químico, la expresión y actividad de las NOX estaría asociada a la 
activación de vías de señalización dependientes del estado de óxido-reducción celular.  
 
4.2.2.9.  Efectos sobre la activación de proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPK) 
 
Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) pertenecen a una 
familia de serina/treonina quinasas y participan en la traducción de señales 
extracelulares controlando la respuesta celular a crecimiento, apoptosis y señales de 
estrés (Cobb y Goldsmith, 1995; Goldsmith y Cobb, 1994). Las vías de MAPK mejor 
caracterizadas son la proteína quinasa regulada por señal extracelular (ERK), la 
quinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la quinasa p38. ERK se activa por agonistas para 
receptores tirosina quinasa o receptores acoplados a proteína G que inducen 
mitogénesis o diferenciación celular (Marshall, 1995) mientras que JNK y p38 se 
activan en respuesta a una variedad de estreses celulares como radiación ultravioleta y 
citoquinas inflamatorias (Leppa y Bohmann, 1999;  Weston y col, 2002; Raingeaud y 
col, 1995; Kyriakis y col, 1994). En esta tesis (Figura 48) la única vía activada, dentro 
de las MAPK, en el grupo tratado con fructosa fue JNK. Este efecto específico sobre la 
activación de JNK también fue observado en el tratamiento de fructosa por otros 
autores (Kelley y col, 2004; Wang, 2005,1642; Zakula y col, 2011; Hyakukoku y col, 
2003; Kelley y col, 2004). Varios estudios demostraron que la activación de JNK por 
angiotensina II es inhibida por inhibidores de NOX (Viedt y col, 2000; Touyz y col, 
2004), sugiriendo que las EAO provenientes de NOX serían mediadores en este 
proceso. Se ha demostrado que el peróxido de hidrógeno, específicamente, es capaz 
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de activar JNK (Ushio-Fukai y col, 1998; Yoshizumi y col, 2000). Se describió que las 
EAO serían mediadoras de la activación de JNK en diferentes procesos celulares 
(Shen y Liu, 2006). En este trabajo de tesis, la mayor activación de JNK en las ratas 
con sobrecarga de fructosa se asocia con el aumento de la producción de anión 
superóxido. Sin embargo, también podría estar relacionado con el incremento de 
peróxido de hidrógeno, proveniente de la dismutación de anión superóxido 
(NOX1/NOX2) o de la actividad de NOX4. En cualquiera de los dos casos, esto 
explicaría la falta de activación de esta vía en el grupo tratado simultáneamente con 
fructosa y (‒)-epicatequina. 
Estudios previos sugieren que los flavonoides y sus metabolitos pueden 
interactuar con las vías de señalización de MAPK inhibiendo su activación. Dentro de la  
multiplicidad de mecanismos  propuestos para ejercer este efecto (Spencer, 2007) está 
la regulación del estado de óxido-reducción intracelular. En este caso, podría ser un 
mecanismo compartido por un amplio grupo de compuestos. Sin embargo, también se 
puede especular con un mecanismo más específico dado que se ha demostrado que la 
(‒)-epicatequina y su metabolito 3´-O-metil-(‒)-epicatequina proteje a las neuronas 
contra el daño del estrés oxidativo asociado a la supresión de la activación de JNK 
(Spencer y col, 2001; Schroeter y col, 2001).  
 
4.2.2.10. Integración de resultados en ratas con sobrecarga de fructosa  
 
 En resumen, la administración dietaria de (‒)-epicatequina fue capaz de prevenir  
el aumento de PA inducida por la sobrecarga de fructosa afectando los determinantes 
de la biodisponibilidad de NO para un restablecimiento de sus niveles a valores 
normales. En paralelo, la administración dietaria de (‒)-epicatequina fue capaz de 
prevenir la activación de JNK inducida por la sobrecarga de fructosa.  Dentro de los 
mecanismos asociados a estos efectos, en el esquema de la Figura 53 se indican las 
modificaciones producidas por la sobrecarga de fructosa y por la administración de (‒)-
epicatequina en la dieta. Los mecanismos implicados en el restablecimiento de 
biodisponibilidad de NO a valores normales por el tratamiento con (‒)-epicatequina en 
este modelo incluyen: i) un aumento de la actividad de NOS sin modificación de la 
expresión de eNOS pero con incremento en la fosforilación en Ser1177 y disminución 
de la expresión de caveolina-1 y ii) la prevención del estrés oxidativo mediado por NOX 
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por disminución de la producción de anión superóxido asociado a una disminución en la 
expresión de p47phox y p22phox.  
 En este modelo, a diferencia de los resultados obtenidos en las ratas tratadas 
con L-NAME, el resultado neto de las modificaciones asociadas a la producción de NO 
y la producción de anión superóxido sobre la biodisponibilidad de NO no es tan 
evidente debido a que en los animales tratados con fructosa no hay disminución de la 
actividad de NOS. Sin embargo, el incremento en la actividad de NOS (31%) 
comparado con el incremento en la producción de anión superóxido (76%) indicaría un 
desbalance a favor de un incremento en la degradación de NO. 
 
4.2.3. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la salud cardiovascular en modelos 
experimentales en ratas: consideraciones finales 
 
 Se deben considerar otros aspectos que resultan relevantes en la regulación de 
las enzimas NOS y NOX, si bien no fueron evaluados experimentalmente en este 
trabajo de tesis.  
Dentro de los mecanismos antioxidantes indirectos, además de modificaciones 
en la expresión de las subunidades de la NOX halladas en esta tesis, se ha 
demostrado que los metabolitos O-metilados de la epicatequina actuarían como 
inhibidores específicos de la NOX (Steffen y col, 2007). Steffen y col (2007) observaron 
que el pretratamiento con 3´-O-metil-(‒)-epicatequina o 4´-O-metil-(‒)-epicatequina de 
células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC) en cultivo fue 
eficiente inhibiendo a la NOX, como lo hizo el pretratamiento con apocinina, un 
reconocido inhibidor de la NOX. Los autores adjudican este efecto a la similitud en el 
grupo catecol O-metilado entre la 3´-O-metil-(‒)-epicatequina y la 4´-O-metil-(‒)-
epicatequina y la apocinina. 
Por otro lado, la posibilidad de una estrecha relación entre las vías de activación 
de eNOS y NOX se asocia generalmente a un desacople de la eNOS que genera anión 
superóxido (Lobysheva y col, 2011; Dikalova y col, 2010; Youn y col, 2012). Sin 
embargo, también se ha propuesto que el NO podría regular a NOX, inhibiendo su 
actividad por S-nitrosilación, como se ha demostrado para NOX5 (Qian y col, 2012). La 
(‒)-epicatequina podría interferir en esta regulación recíproca entre eNOS y NOX 
afectando la biodisponibilidad de NO. 
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Figura 53: Modificaciones en los determinantes de la biodisponibilidad de NO en la pared 
vascular estudiados en las ratas con sobrecarga de fructosa. Los números indican: (1) la 
actividad de NOS; (2) la expresión de eNOS; (3) la fosforilación de eNOS en Ser1177; (4) la 
expresión de caveolina-1; (5) la producción de anión superóxido por parte de NOX y (6) la 
expresión de las subunidades p22phox y p47phox. Las flechas rojas indican el sentido de las 
modificaciones en el grupo FRU con respecto al Control y las flechas verdes indican el sentido 
de las modificaciones en el grupo FRU-EPI con respecto al grupo FRU. Las flechas llenas se 
usaron para las variaciones en los parámetros medidos y las vacías para las variaciones 
supuestas en los parámetros no medidos. De la misma manera se indican la expresión de 
NOX4, las especies responsables de la modulación del estrés oxidativo y la activación de vías 
de señalización mediadas por el estado de óxido-reducción celular. 
 
En su conjunto, los resultados sugieren que la (‒)-epicatequina podría ser 
responsable de los efectos beneficiosos sobre la función endotelial y la hipertensión de 
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dietas ricas en frutas y vegetales. Estos conocimientos permitirían establecer 
fundamentos racionales para la recomendación de dietas enriquecidas en (‒)-
epicatequina como coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades crónicas no 
transmisibles en donde la biodisponibilidad de NO está comprometida.  
  
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
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1. Los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina fueron eficientes como atrapadores 
del radical libre alcoxilo derivado del AAPH y de anión superóxido in vitro. 
 
2. Las constantes de velocidad de las reacciones de (‒)-epicatequina y (+)-catequina 
con el radical libre alcoxilo derivado del AAPH fueron similares entre sí. 
 
3. Una acción directa de atrapamiento de radical libre alcoxilo o de anión superóxido 
por parte de la (‒)-epicatequina sería poco relevante en presencia de otros compuestos 
cuando están presentes a las concentraciones que se alcanzan habitualmente en 
tejidos de mamíferos. 
  
4. Los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina resultaron agentes vasodilatadores 
en aorta aislada a concentraciones mayores que las concentraciones que 
potencialmente alcanzan en sangre y tejidos. 
 
5. Los flavanoles (‒)-epicatequina y (+)-catequina produjeron un incremento en la 
fosforilación de la eNOS en aorta aislada a las concentraciones que potencialmente 
alcanzan en sangre y tejidos.  
 
6. En un modelo experimental de incremento de presión arterial por inhibición de NO 
sintasa con L-NAME la (‒)-epicatequina previno el incremento en la presión arterial 
producido a lo largo de 4 d de tratamiento. El efecto de la (‒)-epicatequina fue 
dependiente de la cantidad de la (‒)-epicatequina en la dieta y se anuló después de 
eliminar la (‒)-epicatequina de la dieta. 
 
7. Los animales que recibieron (‒)-epicatequina simultáneamente con L-NAME 
mostraron niveles de metabolitos del NO en plasma restablecidos con respecto al 
grupo control.  
 
8. En el modelo de ratas tratadas con L-NAME el efecto antihipertensivo de la (‒)-
epicatequina ocurrió en paralelo con una mayor actividad de NOS en aorta, sin 
modificación en la expresión de eNOS.  
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9. En el modelo de ratas tratadas con L-NAME el efecto antihipertensivo de la (‒)-
epicatequina ocurrió en paralelo con una menor producción de anión superóxido 
dependiente de NADPH y con una menor expresión de la subunidad p47phox. 
 
10. En el modelo de ratas tratadas con L-NAME el efecto antihipertensivo de la (‒)-
epicatequina ocurrió en paralelo con niveles menores en los indicadores sistémicos de 
estrés oxidativo.  
 
11. En un modelo de incremento de la presión arterial por sobrecarga de fructosa la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina previno el incremento en la presión arterial a 
lo largo de 8 semanas de tratamiento. 
 
12. En el modelo de incremento de la presión arterial por sobrecarga de fructosa el 
efecto antihipertensivo de la (‒)-epicatequina ocurrió con una mayor actividad de NOS 
en aorta, sin modificación en la expresión de eNOS, pero con alteraciones en la 
fosforilación de eNOS en el sitio activador Ser1177. 
 
13. En el modelo de incremento de la presión arterial por sobrecarga de fructosa el 
efecto antihipertensivo de la (‒)-epicatequina ocurrió con una menor producción de 
anión superóxido dependiente de NADPH y con una menor expresión de las 
subunidades p47phox y p22phox. 
 
14. En el modelo de incremento de la presión arterial por sobrecarga de fructosa el 
efecto antihipertensivo de la (‒)-epicatequina ocurrió con una menor expresión de 
caveolina-1, responsable de una interacción inhibitoria con eNOS en aorta.  
 
15. En el modelo de incremento de la presión arterial por sobrecarga de fructosa el 
efecto antihipertensivo de la (‒)-epicatequina ocurrió con una menor expresión de 
NADPH-oxidasa 4 y activación de JNK.  
 
16. La (‒)-epicatequina presenta un efecto antihipertensivo in vivo a través de 
modificaciones en la actividad, expresión y modificaciones post-traduccionales de 
proteínas específicas concurrentes a un incremento de la biodisponibilidad de NO.  
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17. Por lo tanto, el efecto antihipertensivo de la (‒)-epicatequina involucra un conjunto 
de mecanismos antioxidantes indirectos, siendo de limitada relevancia fisiológica las 
acciones antioxidantes directas de atrapamiento de radicales libres.  
 
18. La (‒)-epicatequina sería responsable de los efectos beneficiosos sobre la función 
endotelial y la hipertensión asociados al consumo de frutas, verduras y productos 
derivados observados en poblaciones humanas.  
 
19. Los hallazgos descriptos en esta tesis proporcionan nueva e importante información 
utilizable tanto en el diseño de dietas saludables como en desarrollos farmacológicos, 
dirigidos a la prevención y el tratamiento de enfermedades metabólicas y crónicas no 
transmisibles, en las cuales la biodisponibilidad de NO está comprometida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
RESUMEN 
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En esta tesis se estudiaron los posibles efectos de (‒)-epicatequina sobre la 
función vascular y los mecanismos que median estos efectos. La (‒)-epicatequina es 
un flavanol presente en abundancia en dietas humanas.  
En estudios en sistemas químicos y en aortas aisladas de rata se analizaron los 
mecanismos de acción de la (‒)-epicatequina. Se observó que la (‒)-epicatequina tiene 
una estructura química que le permite atrapar radicales alcoxilo y anión superóxido 
(acción antioxidante directa). Esta acción antioxidante fue similar para la (+)-catequina. 
Cuando se compara la (‒)-epicatequina con otros compuestos (ascorbato, urato, 
vitamina E, y glutatión) en concentraciones similares a las presentes en tejidos 
humanos, se observa que la actividad antioxidante directa de la (‒)-epicatequina sería 
de escasa relevancia fisiológica. En ensayos en aorta aislada ambos compuestos, (‒)-
epicatequina y (+)-catequina, actuaron como agentes vasodilatadores.  Sin embargo, a 
las concentraciones que ambos flavanoles pueden alcanzar en sangre luego de su 
ingesta dietaria, no tuvieron efectos significativos. Estos resultados apoyan la 
necesidad de investigar mecanismos más específicos, alternativos o complementarios, 
compatibles con las concentraciones halladas en el organismo y que puedan explicar 
los efectos observados.  
En estudios in vivo se evaluaron los efectos antihipertensivo y antioxidante de la 
(‒)-epicatequina en dos modelos experimentales de hipertensión en ratas. En el primer 
modelo se aumentó la presión arterial por inhibición de la enzima óxido nítrico (NO)-
sintasa. El inhibidor, L-NAME, se administró en el agua de bebida (360 mg/l) durante 4 
d y a un grupo de ratas se les co-administró (‒)-epicatequina (4,0 g/kg de dieta). La 
administración de (‒)-epicatequina fue efectiva en prevenir el aumento en la presión 
arterial, la disminución en la biodisponibilidad de NO y el estrés oxidativo inducido por 
L-NAME. Los mecanismos implicados en el restablecimiento de  la biodisponibilidad de 
NO en la pared vascular a valores controles ocurrieron con: i) un aumento de la 
actividad de NOS sin modificación en la expresión de eNOS y ii) una disminución de la 
producción de anión superóxido dependiente de NADPH-oxidasa, asociada a una 
menor expresión de p47phox.  
En el segundo modelo se aumentó la presión arterial por administración dietaria 
de fructosa, lo cual desarrolla una condición de síndrome metabólico. La fructosa se 
administró en el agua de bebida (10% p/v) por 8 semanas y a un grupo de ratas se les 
co-administró (‒)-epicatequina (0,2 g/kg de dieta). La administración de (‒)-
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epicatequina previno el aumento de la presión arterial inducido por la sobrecarga de 
fructosa, afectando los determinantes de la biodisponibilidad de NO y de anión 
superóxido. Los mecanismos implicados en el restablecimiento de la biodisponibilidad 
de NO a valores controles por el tratamiento con (‒)-epicatequina ocurrieron con: i) el 
aumento de la actividad de NOS sin modificación en la expresión de eNOS, pero con 
incremento en la fosforilación en Ser1177 y disminución en la expresión de caveolina-1 
y ii) la prevención del estrés oxidativo y la subsecuente activación de la vía de 
señalización JNK.  
De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que el efecto 
antihipertensivo de la (‒)-epicatequina involucra un conjunto de mecanismos 
antioxidantes indirectos, siendo de limitada relevancia fisiológica las acciones 
antioxidantes directas de atrapamiento de radicales libres. Así, la (‒)-epicatequina sería 
responsable de los efectos beneficiosos sobre la función endotelial y la hipertensión 
asociados al consumo de frutas, verduras y productos derivados observados en 
poblaciones humanas. Los hallazgos descriptos en esta tesis proporcionan nueva e 
importante información utilizable tanto en el diseño de dietas saludables como en 
desarrollos farmacológicos, dirigidos a la prevención y el tratamiento de enfermedades 
metabólicas y crónicas no transmisibles, en las cuales la biodisponibilidad de NO está 
comprometida.  
  
 
  
 
 
 
 
 
 
BIBLIOGRAFÍA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
140 
 
Actis-Goretta L; Leveques A; Giuffrida F; Romanov-Michailidis F; Viton F; Barron D; Duenas-
Paton M; Gonzalez-Manzano S; Santos-Buelga C; Williamson G y Dionisi  . Elucidation of (‒)-
epicatechin metabolites after ingestion of chocolate by healthy humans. Free Radic Biol Med, 
2012 (53):787-95. 
 
Adamson GE; Lazarus SA; Mitchell AE; Prior RL; Cao G; Jacobs PH; Kremers BG; 
Hammerstone JF; Rucker RB; Ritter KA y Schmitz HH. HPLC method for the quantification of 
procyanidins in cocoa and chocolate samples and correlation to total antioxidant capacity. J 
Agric Food Chem, 1999 (47):4184-8. 
 
Akasaki T; Ohya Y; Kuroda J; Eto K; Abe I; Sumimoto H y Iida M. Increased expression of 
gp91phox homologues of NAD(P)H oxidase in the aortic media during chronic hypertension: 
involvement of the renin-angiotensin system. Hypertens Res, 2006 (29):813-20. 
 
Al-Awwadi NA; Araiz C; Bornet A; Delbosc S; Cristol JP; Linck N; Azay J; Teissedre PL y Cros 
G. Extracts enriched in different polyphenolic families normalize increased cardiac NADPH 
oxidase expression while having differential effects on insulin resistance, hypertension, and 
cardiac hypertrophy in high-fructose-fed rats. J Agric Food Chem, 2005 (53):151-7. 
 
Al Ghouleh I; Khoo NK; Knaus UG; Griendling KK; Touyz RM; Thannickal VJ; Barchowsky A; 
Nauseef WM; Kelley EE; Bauer PM; Darley-Usmar V; Shiva S; Cifuentes-Pagano E; Freeman 
BA; Gladwin MT y Pagano PJ. Oxidases and peroxidases in cardiovascular and lung disease: 
new concepts in reactive oxygen species signaling. Free Radic Biol Med, 2011 (51):1271-88. 
 
Alderton WK; Cooper CE y Knowles RG. Nitric oxide synthases: structure, function and 
inhibition. Biochem J, 2001 (357):593-615. 
 
Almoosawi S; Fyfe L; Ho C y Al-Dujaili E. The effect of polyphenol-rich dark chocolate on fasting 
capillary whole blood glucose, total cholesterol, blood pressure and glucocorticoids in healthy 
overweight and obese subjects. Br J Nutr, 2010 (103):842-50. 
 
Almoosawi S; Tsang C; Ostertag LM; Fyfe L y Al-Dujaili EA. Differential effect of polyphenol-rich 
dark chocolate on biomarkers of glucose metabolism and cardiovascular risk factors in healthy, 
overweight and obese subjects: a randomized clinical trial. Food Funct, 2012 (3):1035-43. 
 
Allen RR; Carson L; Kwik-Uribe C; Evans EM y Erdman JW, Jr. Daily consumption of a dark 
chocolate containing flavanols and added sterol esters affects cardiovascular risk factors in a 
normotensive population with elevated cholesterol. J Nutr, 2008 (138):725-31. 
 
Ambasta RK, Kumar P, Griendling KK, Schmidt HH, Busse R y Brandes RP. Direct interaction 
of the novel Nox proteins with p22phox is required for the formation of a functionally active 
NADPH oxidase. J Biol Chem, 2004 (279):45935-41. 
 
Ambasta RK; Schreiber JG; Janiszewski M; Busse R y Brandes RP. Noxa1 is a central 
component of the smooth muscle NADPH oxidase in mice. Free Radic Biol Med, 2006 (41):193-
201. 
 
Ames BN; Cathcart R; Schwiers E y Hochstein P. Uric acid provides an antioxidant defense in 
humans against oxidant- and radical-caused aging and cancer: a hypothesis. Proc Natl Acad 
Sci U S A, 1981 (78):6858-62. 
 
Andrew PJ y Mayer B. Enzymatic function of nitric oxide synthases. Cardiovasc Res, 1999 
(43):521-31. 
 
141 
 
Arai Y; Watanabe S; Kimira M; Shimoi K; Mochizuki R y Kinae N. Dietary intakes of flavonols, 
flavones and isoflavones by Japanese women and the inverse correlation between quercetin 
intake and plasma LDL cholesterol concentration. J Nutr, 2000 (130):2243-50. 
 
Arnal JF; Warin L y Michel JB. Determinants of aortic cyclic guanosine monophosphate in 
hypertension induced by chronic inhibition of nitric oxide synthase. J Clin Invest, 1992 (90):647-
52. 
 
Arnal JF; el Amrani AI; Chatellier G; Menard J y Michel JB. Cardiac weight in hypertension 
induced by nitric oxide synthase blockade. Hypertension, 1993 (22):380-7. 
 
Aron PM y Kennedy JA. Compositional investigation of phenolic polymers isolated from Vitis 
vinifera L. Cv. Pinot Noir during fermentation. J Agric Food Chem, 2007 (55):5670-80. 
 
Atkins P y de Paula J, Atkins Química Física. 2008, Buenos Aires: Médica Panamericana. 
 
Aurelius J; Thoren FB; Akhiani AA; Brune M; Palmqvist L; Hansson M; Hellstrand K y Martner A. 
Monocytic AML cells inactivate antileukemic lymphocytes: role of NADPH oxidase/gp91(phox) 
expression and the PARP-1/PAR pathway of apoptosis. Blood, 2012 (119):5832-7. 
 
Baba S; Osakabe N; Natsume M; Muto Y; Takizawa T y Terao J In vivo comparison of the 
bioavailability of (+)-catechin, (‒)-epicatechin and their mixture in orally administered rats. J 
Nutr, 2001 (131):2885-91. 
 
Babior BM. NADPH oxidase: an update. Blood, 1999 (93):1464-76. 
 
Balentine DA; Wiseman SA y Bouwens LC. The chemistry of tea flavonoids. Crit Rev Food Sci 
Nutr, 1997 (37):693-704. 
 
Banfi B; Molnar G; Maturana A; Steger K; Hegedus B; Demaurex N y Krause KH. A Ca(2+)-
activated NADPH oxidase in testis, spleen, and lymph nodes. J Biol Chem, 2001 (276):37594-
601. 
 
Banfi B; Malgrange B; Knisz J; Steger K; Dubois-Dauphin M y Krause KH. NOX3, a superoxide-
generating NADPH oxidase of the inner ear. J Biol Chem, 2004 (279):46065-72. 
 
Bauer PM; Fulton D; Boo YC; Sorescu GP; Kemp BE; Jo H y Sessa WC. Compensatory 
phosphorylation and protein-protein interactions revealed by loss of function and gain of 
function mutants of multiple serine phosphorylation sites in endothelial nitric-oxide synthase. J 
Biol Chem, 2003 (278):14841-9. 
 
Baylis C; Mitruka B y Deng A. Chronic blockade of nitric oxide synthesis in the rat produces 
systemic hypertension and glomerular damage. J Clin Invest, 1992 (90):278-81. 
 
Beckman JS y Koppenol WH. Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite: the good, the bad, and 
ugly. Am J Physiol, 1996 (271):C1424-37. 
 
Bedard K y Krause KH. The NOX family of ROS-generating NADPH oxidases: physiology and 
pathophysiology. Physiol Rev, 2007 (87):245-313. 
 
BelAiba RS; Djordjevic T; Petry A; Diemer K; Bonello S; Banfi B; Hess J; Pogrebniak A; Bickel C 
y Gorlach A. NOX5 variants are functionally active in endothelial cells. Free Radic Biol Med, 
2007 (42):446-59. 
 
142 
 
Belhassen L; Feron O; Kaye DM; Michel T y Kelly RA. Regulation by cAMP of post-translational 
processing and subcellular targeting of endothelial nitric-oxide synthase (type 3) in cardiac 
myocytes. J Biol Chem, 1997 (272):11198-204. 
 
Bengtsson SH; Gulluyan LM; Dusting GJ y Drummond GR. Novel isoforms of NADPH oxidase 
in vascular physiology and pathophysiology. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2003 (30):849-54. 
 
Bernatchez P; Sharma A; Bauer PM; Marin E y Sessa WC. A noninhibitory mutant of the 
caveolin-1 scaffolding domain enhances eNOS-derived NO synthesis and vasodilation in mice. 
J Clin Invest, 2011 (121):3747-55. 
 
Bernatova I; Pechanova O; Babal P; Kysela S; Stvrtina S y Andriantsitohaina R. Wine 
polyphenols improve cardiovascular remodeling and vascular function in NO-deficient 
hypertension. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2002 (282):H942-8. 
 
Bettaieb A; Vázquez Prieto MA; Rodríguez Lanzi C; Miatello RM; Haj FG; Fraga CG y Oteiza PI. 
(‒)-Epicatechin mitigates high-fructose-associated insulin resistance by modulating redox 
signaling and endoplasmic reticulum stress. Free Radic Biol Med, 2014 (72):247-56. 
 
Bielski BH; Cabelli DE y Arudi RL. Reactivity of OH2/O2
- radicals in aqueous solution. J. Phys. 
Chem., 1985 (14):1041-52. 
 
Birt DF; Hendrich S y Wang W. Dietary agents in cancer prevention: flavonoids and 
isoflavonoids. Pharmacol Ther, 2001 (90):157-77. 
 
Boger RH; Bode-Boger SM; Phivthong-ngam L; Brandes RP; Schwedhelm E; Mugge A; Bohme 
M; Tsikas D y Frolich JC. Dietary L-arginine and α-tocopherol reduce vascular oxidative stress 
and preserve endothelial function in hypercholesterolemic rabbits via different mechanisms. 
Atherosclerosis, 1998 (141):31-43. 
 
Bolotina VM; Najibi S; Palacino JJ; Pagano PJ y Cohen RA. Nitric oxide directly activates 
calcium-dependent potassium channels in vascular smooth muscle. Nature, 1994 (368):850-3. 
 
Borochov-Neori H; Judeinstein S; Greenberg A; Fuhrman B; Attias J; Volkova N; Hayek T y 
Aviram M. Phenolic antioxidants and antiatherogenic effects of Marula (Sclerocarrya birrea 
Subsp. caffra) fruit juice in healthy humans. J Agric Food Chem, 2008 (56):9884-91. 
 
Bors W; Heller W; Michel C y Saran M. Flavonoids as antioxidants: determination of radical-
scavenging efficiencies. Methods Enzymol, 1990 (186):343-55. 
 
Boveris A; Cadenas E y Stoppani AO. Role of ubiquinone in the mitochondrial generation of 
hydrogen peroxide. Biochem J, 1976 (156):435-44. 
 
Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 1976 (72):248-54. 
 
Braeuninger S; Kleinschnitz C y Stoll G. Interleukin-18 does not influence infarct volume or 
functional outcome in the early stage after transient focal brain ischemia in mice. Exp Transl 
Stroke Med, 2010 (2):1. 
 
Brandes RP y Schroder K. Composition and functions of vascular nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate oxidases. Trends Cardiovasc Med, 2008 (18):15-9. 
 
Brandes RP; Weissmann N y Schroder K. Nox family NADPH oxidases in mechano-
transduction: mechanisms and consequences. Antioxid Redox Signal, 2014 (20):887-98. 
143 
 
Brar SS; Corbin Z; Kennedy TP; Hemendinger R; Thornton L; Bommarius B; Arnold RS; 
Whorton AR; Sturrock AB; Huecksteadt TP; Quinn MT; Krenitsky K; Ardie KG; Lambeth JD y 
Hoidal JR. NOX5 NAD(P)H oxidase regulates growth and apoptosis in DU 145 prostate cancer 
cells. Am J Physiol Cell Physiol, 2003 (285):C353-69. 
 
Bray GA; Nielsen SJ y Popkin BM. Consumption of high-fructose corn syrup in beverages may 
play a role in the epidemic of obesity. Am J Clin Nutr, 2004 (79):537-43. 
 
Briviba K y Sies H. Nonenzymatic antioxidant defense systems. Natural Antioxidants in Human 
Health and Disease. 1994, Orlando: Academic Press. 107-28. 
 
Buettner GR. The pecking order of free radicals and antioxidants: lipid peroxidation, α-
tocopherol, and ascorbate. Arch Biochem Biophys, 1993 (300):535-43. 
 
Buettner GR y Jurkiewicz BA. Chemistry and Biochemistry of Ascorbic Acid. Handbook of 
Antioxidants, ed. M. Dekker. 1996, Nueva York. 91-115. 
 
Buijsse B; Feskens EJ; Kok FJ y Kromhout D. Cocoa intake, blood pressure, and cardiovascular 
mortality: the Zutphen Elderly Study. Arch Intern Med, 2006 (166):411-7. 
 
Busse R; Luckhoff A y Bassenge E. Endothelium-derived relaxant factor inhibits platelet 
activation. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 1987 (336):566-71. 
 
Cadenas E; Boveris A; Ragan CI y Stoppani AO. Production of superoxide radicals and 
hydrogen peroxide by NADH-ubiquinone reductase and ubiquinol-cytochrome c reductase from 
beef-heart mitochondria. Arch Biochem Biophys, 1977 (180):248-57. 
 
Cai H y Harrison DG. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: the role of oxidant 
stress. Circ Res, 2000 (87):840-4. 
 
Clifford MN. Phenol–protein interactions and their possible significance for astringency. 
Interactions of Food Components. 1986, Londres: Elsevier Applied Science. 143–164. 
 
Cobb MH y Goldsmith EJ. How MAP kinases are regulated. J Biol Chem, 1995 (270):14843-6. 
 
Cos P; Ying L; Calomme M; Hu JP; Cimanga K; Van Poel B; Pieters L; Vlietinck AJ y Vanden 
Berghe D. Structure-activity relationship and classification of flavonoids as inhibitors of xanthine 
oxidase and superoxide scavengers. J Nat Prod, 1998 (61):71-6. 
 
Costa MA; Loria A; Elesgaray R; Balaszczuk AM y Arranz C. Role of nitric oxide pathway in 
hypotensive and renal effects of furosemide during extracellular volume expansion. J 
Hypertens, 2004 (22):1561-9. 
 
Costa MA; Elesgaray R; Caniffi C; Fellet A; Mac Laughlin M y Arranz C. Role of nitric oxide as a 
key mediator on cardiovascular actions of atrial natriuretic peptide in spontaneously 
hypertensive rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010 (298):H778-86. 
 
Crews WD, Jr.; Harrison DW y Wright JW. A double-blind, placebo-controlled, randomized trial 
of the effects of dark chocolate and cocoa on variables associated with neuropsychological 
functioning and cardiovascular health: clinical findings from a sample of healthy, cognitively 
intact older adults. Am J Clin Nutr, 2008 (87):872-80. 
 
Crozier A; Jaganath IB y Clifford MN. Dietary phenolics: chemistry, bioavailability and effects on 
health. Nat Prod Rep, 2009 (26):1001-43. 
 
144 
 
Cucoranu I; Clempus R; Dikalova A; Phelan PJ; Ariyan S; Dikalov S y Sorescu D. NAD(P)H 
oxidase 4 mediates transforming growth factor-β1-induced differentiation of cardiac fibroblasts 
into myofibroblasts. Circ Res, 2005 (97):900-7. 
 
Cui XL; Brockman D; Campos B y Myatt L. Expression of NADPH oxidase isoform 1 (Nox1) in 
human placenta: involvement in preeclampsia. Placenta, 2006 (27):422-31. 
 
Chen CA; Druhan LJ; Varadharaj S; Chen YR y Zweier JL. Phosphorylation of endothelial nitric-
oxide synthase regulates superoxide generation from the enzyme. J Biol Chem, 2008 
(283):27038-47. 
 
Chen ZY; Yao XQ; Chan  L; Lau CW y Huang Y. (‒)-Epicatechin induces and modulates 
endothelium-dependent relaxation in isolated rat mesenteric artery rings. Acta Pharmacol Sin, 
2002 (23):1188-92. 
 
Cheng G y Lambeth JD. NOXO1, regulation of lipid binding, localization, and activation of Nox1 
by the Phox homology (PX) domain. J Biol Chem, 2004 (279):4737-42. 
 
Chiesi M y Schwaller R. Inhibition of constitutive endothelial NO-synthase activity by tannin and 
quercetin. Biochem Pharmacol, 1995 (49):495-501. 
 
Chobanian AV; Bakris GL; Black HR; Cushman WC; Green LA; Izzo JL, Jr.; Jones DW; 
Materson BJ; Oparil S; Wright JT, Jr. y Roccella EJ. The Seventh Report of the Joint National 
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure: the 
JNC 7 report. 2003 (289):2560-72. 
 
Choi SH; Lee DY; Kim SU y Jin BK. Thrombin-induced oxidative stress contributes to the death 
of hippocampal neurons in vivo: role of microglial NADPH oxidase. J Neurosci, 2005 (25):4082-
90. 
 
Chong MF; Macdonald R y Lovegrove JA. Fruit polyphenols and CVD risk: a review of human 
intervention studies. Br J Nutr, 2010 (104):S28-39. 
 
Davison K; Coates AM; Buckley JD y Howe PR. Effect of cocoa flavanols and exercise on 
cardiometabolic risk factors in overweight and obese subjects. Int J Obes (Lond), 2008 
(32):1289-96. 
 
De Caterina R; Libby P; Peng HB; Thannickal VJ; Rajavashisth TB; Gimbrone MA, Jr.; Shin WS 
y Liao JK. Nitric oxide decreases cytokine-induced endothelial activation. Nitric oxide selectively 
reduces endothelial expression of adhesion molecules and proinflammatory cytokines. J Clin 
Invest, 1995 (96):60-8. 
 
De Deken X; Wang D; Many MC; Costagliola S; Libert F; Vassart G; Dumont JE y Miot F. 
Cloning of two human thyroid cDNAs encoding new members of the NADPH oxidase family. J 
Biol Chem, 2000 (275):23227-33. 
 
Deanfield J; Donald A; Ferri C; Giannattasio C; Halcox J; Halligan S; Lerman A; Mancia G; 
Oliver JJ; Pessina AC y col. Endothelial function and dysfunction. Part I: Methodological issues 
for assessment in the different vascular beds: a statement by the Working Group on Endothelin 
and Endothelial Factors of the European Society of Hypertension. J Hypertens, 2005 (23):7-17. 
 
Dedio J; Konig P; Wohlfart P; Schroeder C; Kummer W y Muller-Esterl W. NOSIP, a novel 
modulator of endothelial nitric oxide synthase activity. FASEB J, 2001 (15):79-89. 
 
145 
 
DeLeo FR; Burritt JB; Yu L; Jesaitis AJ; Dinauer MC y Nauseef WM. Processing and maturation 
of flavocytochrome b558 include incorporation of heme as a prerequisite for heterodimer 
assembly. J Biol Chem, 2000 (275):13986-93. 
 
Deprez S; Mila I; Huneau JF; Tome D y Scalbert A. Transport of proanthocyanidin dimer, trimer, 
and polymer across monolayers of human intestinal epithelial Caco-2 cells. Antioxid Redox 
Signal, 2001 (3):957-67. 
 
Desch S; Kobler D; Schmidt J; Sonnabend M; Adams V; Sareban M; Eitel I; Bluher M; Schuler 
G y Thiele H. Low vs. higher-dose dark chocolate and blood pressure in cardiovascular high-risk 
patients. Am J Hypertens, 2010 (23):694-700. 
 
Desideri G; Kwik-Uribe C; Grassi D; Necozione S; Ghiadoni L; Mastroiacovo D; Raffaele A; Ferri 
L; Bocale R; Lechiara MC; Marini C y Ferri C. Benefits in cognitive function, blood pressure, and 
insulin resistance through cocoa flavanol consumption in elderly subjects with mild cognitive 
impairment: the Cocoa, Cognition, and Aging (CoCoA) study. Hypertension, 2012 (60):794-801. 
 
Dikalov S; Losik T y Arbiser JL. Honokiol is a potent scavenger of superoxide and peroxyl 
radicals. Biochem Pharmacol, 2008 (76):589-96. 
 
Dikalova AE; Gongora MC; Harrison DG; Lambeth JD; Dikalov S y Griendling KK. Upregulation 
of Nox1 in vascular smooth muscle leads to impaired endothelium-dependent relaxation via 
eNOS uncoupling. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010 (299):H673-9. 
 
Doggrell SA y Brown L. Rat models of hypertension, cardiac hypertrophy and failure. 
Cardiovasc Res, 1998 (39):89-105. 
 
Drab M; Verkade P; Elger M; Kasper M; Lohn M; Lauterbach B; Menne J; Lindschau C; Mende 
F; Luft FC; Schedl A; Haller H y Kurzchalia TV. Loss of caveolae, vascular dysfunction, and 
pulmonary defects in caveolin-1 gene-disrupted mice. Science, 2001 (293):2449-52. 
 
Draijer R; Atsma DE; van der Laarse A y van Hinsbergh VW. cGMP and nitric oxide modulate 
thrombin-induced endothelial permeability. Regulation via different pathways in human aortic 
and umbilical vein endothelial cells. Circ Res, 1995 (76):199-208. 
 
Drummond GR; Selemidis S; Griendling KK y Sobey CG. Combating oxidative stress in 
vascular disease: NADPH oxidases as therapeutic targets. Nat Rev Drug Discov, 2011 
(10):453-71. 
 
Du XL; Edelstein D; Dimmeler S; Ju Q; Sui C y Brownlee M. Hyperglycemia inhibits endothelial 
nitric oxide synthase activity by posttranslational modification at the Akt site. J Clin Invest, 2001 
(108):1341-8. 
 
Du J; Cullen JJ y Buettner GR. Ascorbic acid: chemistry, biology and the treatment of cancer. 
Biochim Biophys Acta, 2012 (1826):443-57. 
 
Duarte, J; Pérez-Vizcaíno F; Urtilla P; Jiménez J; Tamargo J y Zarzuelo A. Vasodilatory effects 
of flavonoids in rat aortic smooth muscle. Struture-activity relationships. Gen Pharmac, 1993 
(24): 857-62. 
 
Dudzinski DM; Igarashi J; Greif D y Michel T. The regulation and pharmacology of endothelial 
nitric oxide synthase. Annu Rev Pharmacol Toxicol, 2006 (46):235-76. 
 
146 
 
Duffy SJ; Keaney JF, Jr.; Holbrook M; Gokce N; Swerdloff PL; Frei B y Vita JA. Short- and long-
term black tea consumption reverses endothelial dysfunction in patients with coronary artery 
disease. Circulation, 2001 (104):151-6. 
 
Dupuy C; Pomerance M; Ohayon R; Noel-Hudson MS; Deme D; Chaaraoui M; Francon J y 
Virion A. Thyroid oxidase (THOX2) gene expression in the rat thyroid cell line FRTL-5. Biochem 
Biophys Res Commun, 2000 (277):287-92. 
 
Dworakowski R; Alom-Ruiz SP y Shah AM. NADPH oxidase-derived reactive oxygen species in 
the regulation of endothelial phenotype. Pharmacol Rep, 2008 (60):21-8. 
 
El-Beshbishy HA. Hepatoprotective effect of green tea (Camellia sinensis) extract against 
tamoxifen-induced liver injury in rats. J Biochem Mol Biol, 2005 (38):563-70. 
 
Elcioglu KH; Kabasakal L; Cetinel S; Conturk G; Sezen SF y Ayanoglu-Dulger G. Changes in 
caveolin-1 expression and vasoreactivity in the aorta and corpus cavernosum of fructose and 
streptozotocin-induced diabetic rats. Eur J Pharmacol, 2010 (642):113-20. 
 
Elfering SL, Sarkela TM y Giulivi C. Biochemistry of mitochondrial nitric-oxide synthase. J Biol 
Chem, 2002 (277):38079-86. 
 
Ellinger S; Reusch A; Stehle P y Helfrich HP. Epicatechin ingested via cocoa products reduces 
blood pressure in humans: a nonlinear regression model with a Bayesian approach. Am J Clin 
Nutr, 2012 (95):1365-77. 
 
Ellmark SH; Dusting GJ; Fui MN; Guzzo-Pernell N y Drummond GR. The contribution of Nox4 to 
NADPH oxidase activity in mouse vascular smooth muscle. Cardiovasc Res, 2005 (65):495-
504. 
 
Endemann DH y Schiffrin EL. Endothelial dysfunction. J Am Soc Nephrol, 2004 (15):1983-92. 
 
European Chemicals Agency. Guidance on information requirements and chemical safety 
assessment. Goiracs. Chapter R.8: Characterisation of dose [concentration]-response for 
human health. Version 2.1. November 2012.  http://echa.europa.eu. 
 
Evans HM y Bishop KS. On the existence of a hitherto unrecognized dietary factor essential for 
reproduction. Science, 1922 (56):650-1. 
 
Faridi Z; Njike VY; Dutta S; Ali A y Katz DL. Acute dark chocolate and cocoa ingestion and 
endothelial function: a randomized controlled crossover trial. Am J Clin Nutr, 2008 (88):58-63. 
 
Feron O; Michel JB; Sase K y Michel T. Dynamic regulation of endothelial nitric oxide synthase: 
complementary roles of dual acylation and caveolin interactions. Biochemistry, 1998 (37):193-
200. 
 
Feron O; Saldana F; Michel JB y Michel T. The endothelial nitric-oxide synthase-caveolin 
regulatory cycle. J Biol Chem, 1998a (273):3125-8. 
 
Fisslthaler B; Loot AE; Mohamed A; Busse R y Fleming I. Inhibition of endothelial nitric oxide 
synthase activity by proline-rich tyrosine kinase 2 in response to fluid shear stress and insulin. 
Circ Res, 2008 (102):1520-8. 
 
Fitzpatrick DF; Hirschfield SL y Coffey RG. Endothelium-dependent vasorelaxing activity of wine 
and other grape products. Am J Physiol, 1993 (265):H774-8. 
147 
 
Fitzpatrick DF; Hirschfield SL; Ricci T; Jantzen P y Coffey RG. Endothelium-dependent 
vasorelaxation caused by various plant extracts. J Cardiovasc Pharmacol, 1995 (26):90-5. 
 
Fleming I; Fisslthaler B; Dimmeler S; Kemp BE y Busse R. Phosphorylation of Thr(495) 
regulates Ca(2+)/calmodulin-dependent endothelial nitric oxide synthase activity. Circ Res, 2001 
(88):E68-75. 
 
Flora SJ. Structural, chemical and biological aspects of antioxidants for strategies against metal 
and metalloid exposure. Oxid Med Cell Longev, 2009 (2):191-206. 
 
Forstermann U; Mulsch A; Bohme E y Busse R. Stimulation of soluble guanylate cyclase by an 
acetylcholine-induced endothelium-derived factor from rabbit and canine arteries. Circ Res, 
1986 (58):531-8. 
 
Fraga CG. Plant polyphenols: how to translate their in vitro antioxidant actions to in vivo 
conditions. IUBMB Life, 2007 (59):308-15. 
 
Fraga CG; Leibovitz BE y Tappel AL. Halogenated compounds as inducers of lipid peroxidation 
in tissue slices. Free Radic Biol Med, 1987 (3):119-23. 
 
Fraga CG; Actis-Goretta L; Ottaviani JI; Carrasquedo F; Lotito SB; Lazarus S; Schmitz HH y 
Keen CL. Regular consumption of a flavanol-rich chocolate can improve oxidant stress in young 
soccer players. Clin Dev Immunol, 2005 (12):11-7. 
 
Fraga CG; Galleano M; Verstraeten SV y Oteiza PI. Basic biochemical mechanisms behind the 
health benefits of polyphenols. Mol Aspects Med, 2010 (31):435-45. 
 
Fukumura D y Jain RK. Role of nitric oxide in angiogenesis and microcirculation in tumors. 
Cancer Metastasis Rev, 1998 (17):77-89. 
 
Fukuto JM; Carrington SJ; Tantillo DJ; Harrison JG; Ignarro LJ; Freeman BA; Chen A y Wink 
DA. Small molecule signaling agents: the integrated chemistry and biochemistry of nitrogen 
oxides, oxides of carbon, dioxygen, hydrogen sulfide, and their derived species. Chem Res 
Toxicol, 2012 (25):769-93. 
 
Fulton D; Gratton JP; McCabe TJ; Fontana J; Fujio Y; Walsh K; Franke TF; Papapetropoulos A 
y Sessa WC. Regulation of endothelium-derived nitric oxide production by the protein kinase 
Akt. Nature, 1999 (399):597-601. 
 
Fulton D; Gratton JP y Sessa WC. Post-translational control of endothelial nitric oxide synthase: 
why isn't calcium/calmodulin enough? J Pharmacol Exp Ther, 2001 (299):818-24. 
 
Fulton D; Church JE; Ruan L; Li C; Sood SG; Kemp BE; Jennings IG y Venema RC. Src kinase 
activates endothelial nitric-oxide synthase by phosphorylating Tyr-83. J Biol Chem, 2005 
(280):35943-52. 
 
Furchgott RF y Zawadzki JV. The obligatory role of endothelial cells in the relaxation of arterial 
smooth muscle by acetylcholine. Nature, 1980 (288):373-6. 
 
Galleano M; Calabró V; Prince PD; Litterio MC; Piotrkowski B; Vázquez-Prieto MA; Miatello 
RM; Oteiza PI y Fraga CG. Flavonoids and metabolic syndrome. Ann N Y Acad 
Sci. 2012 (1259):87-94.  
 
148 
 
Galleano M; Bernatova I; Puzserova A; Balis P; Sestakova N; Pechanova O y Fraga CG. (‒)-
Epicatechin reduces blood pressure and improves vasorelaxation in spontaneously 
hypertensive rats by NO-mediated mechanism. IUBMB Life, 2013 (65):710-5. 
Galleano M; Verstraeten SV; Oteiza PI y Fraga CG. Antioxidant actions of flavonoids: 
thermodynamic and kinetic analysis. Arch Biochem Biophys, 2010 (501):23-30. 
 
Gallis B; Corthals GL; Goodlett DR; Ueba H; Kim F; Presnell SR; Figeys D; Harrison DG; Berk 
BC; Aebersold R y Corson MA. Identification of flow-dependent endothelial nitric-oxide synthase 
phosphorylation sites by mass spectrometry and regulation of phosphorylation and nitric oxide 
production by the phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor LY294002. J Biol Chem, 1999 
(274):30101-8. 
 
García-Cárdena G; Martasek P; Masters BS; Skidd PM; Couet J; Li S; Lisanti MP y Sessa WC. 
Dissecting the interaction between nitric oxide synthase (NOS) and caveolin. Functional 
significance of the nos caveolin binding domain in vivo. J Biol Chem, 1997 (272):25437-40. 
 
Gauthier TW; Scalia R; Murohara T; Guo JP y Lefer AM. Nitric oxide protects against leukocyte-
endothelium interactions in the early stages of hypercholesterolemia. Arterioscler Thromb Vasc 
Biol, 1995 (15):1652-9. 
 
Geiszt M; Kopp JB; Varnai P y Leto TL. Identification of Renox, an NAD(P)H oxidase in kidney. 
Proc Natl Acad Sci U S A, 2000 (97):8010-4. 
 
Geiszt M; Lekstrom K y Leto TL. Analysis of mRNA transcripts from the NAD(P)H oxidase 1 
(Nox1) gene. Evidence against production of the NADPH oxidase homolog-1 short (NOH-1S) 
transcript variant. J Biol Chem, 2004 (279):51661-8. 
 
Ghayur MN; Khan H y Gilani AH. Antispasmodic, bronchodilator and vasodilator activities of (+)-
catechin, a naturally occurring flavonoid. Arch Pharm Res, 2007 (30):970-5. 
 
Ghosh DK y Stuehr DJ. Macrophage NO synthase: characterization of isolated oxygenase and 
reductase domains reveals a head-to-head subunit interaction. Biochemistry, 1995 (34):801-7. 
 
Giannarelli C; De Negri F; Virdis A; Ghiadoni L; Cipriano A; Magagna A; Taddei S y Salvetti A. 
Nitric oxide modulates tissue plasminogen activator release in normotensive subjects and 
hypertensive patients. Hypertension, 2007 (49):878-84. 
 
Ginnan R; Jourd'heuil FL; Guikema B; Simons M; Singer HA y Jourd'heuil D. NADPH oxidase 4 
is required for interleukin-1β-mediated activation of protein kinase Cδ and downstream 
activation of c-jun N-terminal kinase signaling in smooth muscle. Free Radic Biol Med, 2013 
(54):125-34. 
 
Gladwin MT; Raat NJ; Shiva S; Dezfulian C; Hogg N; Kim-Shapiro DB y Patel RP. Nitrite as a 
vascular endocrine nitric oxide reservoir that contributes to hypoxic signaling, cytoprotection, 
and vasodilation. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2006 (291):H2026-35. 
 
Goldsmith EJ y Cobb MH. Protein kinases. Curr Opin Struct Biol, 1994 (4):833-40. 
 
Gómez-Guzmán M; Jiménez R; Sánchez M; Romero M; O'Valle F; López-Sepúlveda R; 
Quintela AM; Galindo P; Zarzuelo MJ; Bailon E; Delpon E; Pérez-Vizcaíno F y Duarte J. Chronic 
(‒)-epicatechin improves vascular oxidative and inflammatory status but not hypertension in 
chronic nitric oxide-deficient rats. Br J Nutr, 2011 (106):1337-48. 
 
Gómez-Guzmán M; Jiménez R; Sánchez M; Zarzuelo MJ; Galindo P; Quintela AM; López-
Sepúlveda R; Romero M; Tamargo J; Vargas F; Pérez-Vizcaíno F y Duarte J. Epicatechin 
149 
 
lowers blood pressure, restores endothelial function, and decreases oxidative stress and 
endothelin-1 and NADPH oxidase activity in DOCA-salt hypertension. Free Radic Biol Med, 
2012 (52):70-9. 
Govers R y Rabelink TJ. Cellular regulation of endothelial nitric oxide synthase. Am J Physiol 
Renal Physiol, 2001 (280):F193-206. 
 
Grassi D; Desideri G; Croce G; Tiberti S; Aggio A y Ferri C. Flavonoids, vascular function and 
cardiovascular protection. Curr Pharm Des, 2009 (15):1072-84. 
 
Grassi D; Desideri G; Necozione S; Lippi C; Casale R; Properzi G; Blumberg JB y Ferri C. 
Blood pressure is reduced and insulin sensitivity increased in glucose-intolerant, hypertensive 
subjects after 15 days of consuming high-polyphenol dark chocolate. J Nutr, 2008 (138):1671-6. 
 
Grassi D; Necozione S; Lippi C; Croce G; Valeri L; Pasqualetti P; Desideri G; Blumberg JB y 
Ferri C. Cocoa reduces blood pressure and insulin resistance and improves endothelium-
dependent vasodilation in hypertensives. Hypertension, 2005 (46):398-405. 
 
Green LC; Ruiz de Luzuriaga K; Wagner DA; Rand W; Istfan N; Young VR y Tannenbaum SR. 
Nitrate biosynthesis in man. Proc Natl Acad Sci U S A, 1981 (78):7764-8. 
 
Grossman E. Does increased oxidative stress cause hypertension? Diabetes Care, 2008 (31 
Suppl 2):S185-9. 
 
Guo Q; Zhao B; Li M; Shen S y Xin W. Studies on protective mechanisms of four components of 
green tea polyphenols against lipid peroxidation in synaptosomes. Biochim Biophys Acta, 1996 
(1304):210-22. 
 
Halliwell B. Free radicals, reactive oxygen species and human disease: a critical evaluation with 
special reference to atherosclerosis. Br J Exp Pathol, 1989 (70):737-57. 
 
Halliwell B y Gutteridge JM. Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals and disease. 
Biochem J, 1984 (219):1-14. 
 
Halliwell B y Gutteridge JMC. Free radicals in biology and medicine. Segunda Edición. Oxford 
Unive Press, Nueva York. 1989.  
 
Halliwell B; Rafter J y Jenner A. Health promotion by flavonoids, tocopherols, tocotrienols, and 
other phenols: direct or indirect effects? Antioxidant or not? Am J Clin Nutr, 2005 (81):268S-
276S. 
 
Hambrecht R; Gielen S; Linke A; Fiehn E; Yu J; Walther C; Schoene N y Schuler G. Effects of 
exercise training on left ventricular function and peripheral resistance in patients with chronic 
heart failure: A randomized trial. JAMA, 2000 (283):3095-101. 
 
Han D; Antunes F; Canali R; Rettori D y Cadenas E. Voltage-dependent anion channels control 
the release of the superoxide anion from mitochondria to cytosol. J Biol Chem, 2003 
(278):5557-63. 
 
Harborne JB. Plant phenolics, in Encyclopedia of Plant Physiology, Secondary Plant Products., 
Springer-Verlag, Editor. 1980: Nueva York. 329-395  
 
Harborne JB y Williams CA. Advances in flavonoid research since 1992. Phytochemistry, 2000 
(55):481-504. 
 
150 
 
Haurani MJ y Pagano PJ. Adventitial fibroblast reactive oxygen species as autacrine and 
paracrine mediators of remodeling: bellwether for vascular disease? Cardiovasc Res, 2007 
(75):679-89. 
 
Heinrich TA; da Silva RS; Miranda KM; Switzer CH; Wink DA y Fukuto JM. Biological nitric 
oxide signalling: chemistry and terminology. Br J Pharmacol, 2013 (169):1417-29. 
 
Henning SM; Aronson W; Niu Y; Conde F; Lee NH; Seeram NP; Lee RP; Lu J; Harris DM; Moro 
A; Hong J; Pak-Shan L; Barnard RJ; Ziaee HG; Csathy G; Go VL; Wang H y Heber D. Tea 
polyphenols and theaflavins are present in prostate tissue of humans and mice after green and 
black tea consumption. J Nutr, 2006 (136):1839-43. 
 
Hertog MG; Feskens EJ; Hollman PC; Katan MB y Kromhout D. Dietary antioxidant flavonoids 
and risk of coronary heart disease: the Zutphen Elderly Study. Lancet, 1993 (342):1007-11. 
 
Higashi Y; Sasaki S; Kurisu S; Yoshimizu A; Sasaki N; Matsuura H; Kajiyama G y Oshima T. 
Regular aerobic exercise augments endothelium-dependent vascular relaxation in normotensive 
as well as hypertensive subjects: role of endothelium-derived nitric oxide. Circulation, 1999 
(100):1194-202. 
 
Hodgson JM; Puddey IB; Burke V; Beilin LJ y Jordan N. Effects on blood pressure of drinking 
green and black tea. J Hypertens, 1999 (17):457-63. 
 
Hogg N; Kalyanaraman B; Joseph J; Struck A y Parthasarathy S. Inhibition of low-density 
lipoprotein oxidation by nitric oxide. Potential role in atherogenesis. FEBS Lett, 1993 (334):170-
4. 
 
Hollands WJ, Hart DJ, Dainty JR, Hasselwander O, Tiihonen K, Wood R y Kroon PA. 
Bioavailability of epicatechin and effects on nitric oxide metabolites of an apple flavanol-rich 
extract supplemented beverage compared to a whole apple puree: a randomized, placebo-
controlled, crossover trial. Mol Nutr Food Res, 2013 (57):1209-17.  
 
Holt RR; Lazarus SA; Sullards MC; Zhu QY; Schramm DD; Hammerstone JF; Fraga CG; 
Schmitz HH y Keen CL. Procyanidin dimer B2 [epicatechin-(4β-8)-epicatechin] in human plasma 
after the consumption of a flavanol-rich cocoa. Am J Clin Nutr, 2002 (76):798-804. 
 
Horowitz A; Menice CB; Laporte R y Morgan KG. Mechanisms of smooth muscle contraction. 
Physiol Rev, 1996 (76):967-1003. 
 
Hu FB. Plant-based foods and prevention of cardiovascular disease: an overview. Am J Clin 
Nutr, 2003 (78):544S-551S. 
 
Huang PL; Huang Z; Mashimo H; Bloch KD; Moskowitz MA; Bevan JA y Fishman MC. 
Hypertension in mice lacking the gene for endothelial nitric oxide synthase. Nature, 1995 
(377):239-42. 
 
Huang Y; Zhang A; Lau CW y Chen ZY. Vasorelaxant effects of purified green tea epicatechin 
derivatives in rat mesenteric artery. Life Sci, 1998 (63):275-83. 
 
Huang Y; Chan NW; Lau CW; Yao XQ; Chan FL y Chen ZY. Involvement of endothelium/nitric 
oxide in vasorelaxation induced by purified green tea (‒)-epicatechin. Biochim Biophys Acta, 
1999 (1427):322-8. 
 
151 
 
Huang Y; Yao XQ; Tsang SY; Lau CW y Chen ZY. Role of endothelium/nitric oxide in vascular 
response to flavonoids and epicatechin. Acta Pharmacol Sin, 2000 (21):1119-24. 
 
Hughes MN. Chemistry of nitric oxide and related species. Methods Enzymol, 2008 (436):3-19. 
 
Huie RE y Padmaja S. The reaction of NO with superoxide. Free Radic Res Commun, 1993 
(18):195-9. 
 
Husain K. Exercise conditioning attenuates the hypertensive effects of nitric oxide synthase 
inhibitor in rat. Mol Cell Biochem, 2002 (231):129-37. 
 
Hyakukoku M; Higashiura K; Ura N; Murakami H; Yamaguchi K; Wang L; Furuhashi M; Togashi 
N y Shimamoto K. Tissue-specific impairment of insulin signaling in vasculature and skeletal 
muscle of fructose-fed rats. Hypertens Res, 2003 (26):169-76. 
 
Ignarro LJ. Nitric oxide. A novel signal transduction mechanism for transcellular communication. 
Hypertension, 1990 (16):477-83. 
 
Ignarro LJ; Burke TM; Wood KS; Wolin MS y Kadowitz PJ. Association between cyclic GMP 
accumulation and acetylcholine-elicited relaxation of bovine intrapulmonary artery. J Pharmacol 
Exp Ther, 1984 (228):682-90. 
 
Ignarro LJ; Adams JB; Horwitz PM y Wood KS. Activation of soluble guanylate cyclase by NO-
hemoproteins involves NO-heme exchange. Comparison of heme-containing and heme-
deficient enzyme forms. J Biol Chem, 1986 (261):4997-5002. 
 
Ihlemann N; Rask-Madsen C; Perner A; Dominguez H; Hermann T; Kober L y Torp-Pedersen 
C. Tetrahydrobiopterin restores endothelial dysfunction induced by an oral glucose challenge in 
healthy subjects. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2003 (285):H875-82. 
 
Ihm SH; Lee JO; Kim SJ; Seung KB; Schini-Kerth VB; Chang K y Oak MH. Catechin prevents 
endothelial dysfunction in the prediabetic stage of OLETF rats by reducing vascular NADPH 
oxidase activity and expression. Atherosclerosis, 2009 (206):47-53. 
Ikeda I; Tsuda K; Suzuki Y; Kobayashi M; Unno T; Tomoyori H; Goto H; Kawata Y; Imaizumi K; 
Nozawa A y Kakuda T. Tea catechins with a galloyl moiety suppress post-prandial 
hypertriacylglycerolemia by delaying lymphatic transport of dietary fat in rats. J Nutr, 2005 
(135):155-9. 
Iyengar R; Stuehr DJ y Marletta MA. Macrophage synthesis of nitrite, nitrate, and N-
nitrosamines: precursors and role of the respiratory burst. Proc Natl Acad Sci USA, 1987 
(84):6369-73. 
 
Jaganath IB y Crozier A. Dietary flavonoids and phenolic compounds, in Plant phenolics and 
human health, CG Fraga, Editor. 2010, Wiley: Hoboken, Nueva Jersey. p. 1-49. 
 
Jang M; Cai L; Udeani GO; Slowing KV; Thomas CF; Beecher CW; Fong HH; Farnsworth NR; 
Kinghorn AD; Mehta RG; Moon RC y Pezzuto JM. Cancer chemopreventive activity of 
resveratrol, a natural product derived from grapes. Science, 1997 (275):218-20. 
 
Jones SA; O'Donnell VB; Wood JD; Broughton JP; Hughes EJ y Jones OT. Expression of 
phagocyte NADPH oxidase components in human endothelial cells. Am J Physiol, 1996 
(271):H1626-34. 
 
152 
 
Jones DP; Carlson JL; Samiec PS; Sternberg P, Jr.; Mody VC, Jr.; Reed RL y Brown LA. 
Glutathione measurement in human plasma. Evaluation of sample collection, storage and 
derivatization conditions for analysis of dansyl derivatives by HPLC. Clin Chim Acta, 1998 
(275):175-84. 
 
Jovanovic SV y Simic MG. Antioxidants in nutrition. Ann N Y Acad Sci, 2000 (899):326-34. 
 
Jovanovic SV; Steenken S; Tosic M; Marjanovic B y Simic MG. Flavonoids as antioxidants. J 
Am Chem Soc, 1994 (116):4846-4851. 
 
Ju H; Zou R; Venema VJ y Venema RC. Direct interaction of endothelial nitric-oxide synthase 
and caveolin-1 inhibits synthase activity. J Biol Chem, 1997 (272):18522-5. 
 
Jung SB; Kim CS; Naqvi A; Yamamori T; Mattagajasingh I; Hoffman TA; Cole MP; Kumar A; 
Dericco JS; Jeon BH y Irani K. Histone deacetylase 3 antagonizes aspirin-stimulated endothelial 
nitric oxide production by reversing aspirin-induced lysine acetylation of endothelial nitric oxide 
synthase. Circ Res, 2010 (107):877-87. 
 
Kamide K; Rakugi H; Higaki J; Okamura A; Nagai M; Moriguchi K; Ohishi M; Satoh N; Tuck ML 
y Ogihara T. The renin-angiotensin and adrenergic nervous system in cardiac hypertrophy in 
fructose-fed rats. Am J Hypertens, 2002 (15):66-71. 
 
Kaneto H; Katakami N; Matsuhisa M y Matsuoka TA. Role of reactive oxygen species in the 
progression of type 2 diabetes and atherosclerosis. Mediators Inflamm, 2010: 453892. 
 
Karoui H; Chalier F; Finet JP y Tordo P. DEPMPO: an efficient tool for the coupled ESR-spin 
trapping of alkylperoxyl radicals in water. Org Biomol Chem, 2011 (9):2473-80. 
 
Kashiwagi M; Shinozaki M; Hirakata H; Tamaki K; Hirano T; Tokumoto M; Goto H; Okuda S y 
Fujishima M. Locally activated renin-angiotensin system associated with TGF-β1 as a major 
factor for renal injury induced by chronic inhibition of nitric oxide synthase in rats. J Am Soc 
Nephrol, 2000 (11):616-24. 
 
Kawahara T; Ritsick D; Cheng G y Lambeth JD. Point mutations in the proline-rich region of 
p22phox are dominant inhibitors of Nox1- and Nox2-dependent reactive oxygen generation. J 
Biol Chem, 2005 (280):31859-69. 
 
Kelm M. Nitric oxide metabolism and breakdown. Biochim Biophys Acta, 1999 (1411):273-89. 
 
Kelley GL; Allan G y Azhar S. High dietary fructose induces a hepatic stress response resulting 
in cholesterol and lipid dysregulation. Endocrinology, 2004 (145):548-55. 
 
Kim S; Lee MJ; Hong J; Li C; Smith TJ; Yang GY; Seril DN y Yang CS. Plasma and tissue 
levels of tea catechins in rats and mice during chronic consumption of green tea polyphenols. 
Nutr Cancer, 2000 (37):41-8. 
 
Kleinert H; Schwarz PM y Forstermann U. Regulation of the expression of inducible nitric oxide 
synthase. Biol Chem, 2003 (384):1343-64. 
 
Kliebenstein DJ. Secondary metabolites and plant/environment interactions: a view through 
Arabidopsis thaliana tinged glasses. Plant, Cell and Environment, 2004 (27):675-684. 
 
Klug D; Rabani J y Fridovich I. A direct demonstration of the catalytic action of superoxide 
dismutase through the use of pulse radiolysis. J Biol Chem, 1972 (247):4839-42. 
 
153 
 
Knaze V; Zamora-Ros R; Luján-Barroso L; Romieu I; Scalbert A; Slimani N; Riboli E; van 
Rossum CT; Bueno-de-Mesquita HB; Trichopoulou A y col. Intake estimation of total and 
individual flavan-3-ols, proanthocyanidins and theaflavins, their food sources and determinants 
in the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) study. Br J Nutr, 
2012 (108):1095-108. 
Koppenol WH. Oxyradical reactions: from bond-dissociation energies to reduction potentials. 
FEBS Lett, 1990 (264):165-7. 
 
Kwiatkowska J. Nomenclature of tocopherols and related compounds. Postepy Biochem, 1988 
(34):461-5. 
 
Kyriakis JM; Banerjee P; Nikolakaki E; Dai T; Rubie EA; Ahmad MF; Avruch J y Woodgett JR. 
The stress-activated protein kinase subfamily of c-Jun kinases. Nature, 1994 (369):156-60. 
 
Lassegue B y Griendling KK. NADPH oxidases: functions and pathologies in the vasculature. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2010 (30):653-61. 
 
Laude K; Cai H; Fink B; Hoch N; Weber DS; McCann L; Kojda G; Fukai T; Schmidt HH; Dikalov 
S; Ramasamy S; Gamez G; Griendling KK y Harrison DG. Hemodynamic and biochemical 
adaptations to vascular smooth muscle overexpression of p22phox in mice. Am J Physiol Heart 
Circ Physiol, 2005 (288):H7-12. 
 
Le KA y Tappy L. Metabolic effects of fructose. Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 2006 (9):469-
75. 
 
Lee NK; Choi YG; Baik JY; Han SY; Jeong DW; Bae YS; Kim N y Lee SY. A crucial role for 
reactive oxygen species in RANKL-induced osteoclast differentiation. Blood, 2005 (106):852-9. 
 
Lehnen AM; Rodrigues B; Irigoyen MC; De Angelis K y Schaan BD. Cardiovascular changes in 
animal models of metabolic syndrome. J Diabetes Res, 2013: 761314. 
 
Leppa S y Bohmann D. Diverse functions of JNK signaling and c-Jun in stress response and 
apoptosis. Oncogene, 1999 (18):6158-62. 
 
Leto TL; Morand S; Hurt D y Ueyama T. Targeting and regulation of reactive oxygen species 
generation by Nox family NADPH oxidases. Antioxid Redox Signal, 2009 (11):2607-19. 
 
Leusen JH; Fluiter K; Hilarius PM; Roos D; Verhoeven AJ y Bolscher BG. Interactions between 
the cytosolic components p47phox and p67phox of the human neutrophil NADPH oxidase that are 
not required for activation in the cell-free system. J Biol Chem, 1995 (270):11216-21. 
 
Li Y; Zhu H; Kuppusamy P; Roubaud V; Zweier JL y Trush MA. Validation of lucigenin (bis-N-
methylacridinium) as a chemilumigenic probe for detecting superoxide anion radical production 
by enzymatic and cellular systems. J Biol Chem, 1998 (273):2015-23. 
 
Li JM; Wheatcroft S; Fan LM; Kearney MT y Shah AM. Opposing roles of p47phox in basal versus 
angiotensin II-stimulated alterations in vascular O2
- production, vascular tone, and mitogen-
activated protein kinase activation. Circulation, 2004 (109):1307-13. 
 
Lim SS; Vos T; Flaxman AD; Danaei G; Shibuya K; Adair-Rohani H; Amann M; Anderson HR; 
Andrews KG; Aryee M y col. A comparative risk assessment of burden of disease and injury 
attributable to 67 risk factors and risk factor clusters in 21 regions, 1990-2010: a systematic 
analysis for the Global Burden of Disease Study 2010. Lancet, 2012 (380):2224-60. 
 
154 
 
Lisanti MP; Scherer PE; Tang Z y Sargiacomo M. Caveolae, caveolin and caveolin-rich 
membrane domains: a signalling hypothesis. Trends Cell Biol, 1994 (4):231-5. 
 
Liu RH. Potential synergy of phytochemicals in cancer prevention: mechanism of action. J Nutr, 
2004 (134):3479S-85S. 
 
Liu VW y Huang PL. Cardiovascular roles of nitric oxide: a review of insights from nitric oxide 
synthase gene disrupted mice. Cardiovasc Res, 2008 (77):19-29. 
 
Lobysheva I; Rath G; Sekkali B; Bouzin C; Feron O; Gallez B; Dessy C y Balligand JL. 
Moderate caveolin-1 downregulation prevents NADPH oxidase-dependent endothelial nitric 
oxide synthase uncoupling by angiotensin II in endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 
2011 (31):2098-105. 
 
Lodi F; Cogolludo A; Duarte J; Moreno L; Coviello A; Peral De Bruno M; Vera R; Galisteo M; 
Jiménez R; Tamargo J y Pérez-Vizcaíno F. Increased NADPH oxidase activity mediates 
spontaneous aortic tone in genetically hypertensive rats. Eur J Pharmacol, 2006 (544):97-103. 
 
Loot AE; Schreiber JG; Fisslthaler B y Fleming I. Angiotensin II impairs endothelial function via 
tyrosine phosphorylation of the endothelial nitric oxide synthase. J Exp Med, 2009 (206):2889-
96. 
 
López-Sepúlveda R; Jiménez R; Romero M; Zarzuelo MJ; Sánchez M; Gómez-Guzmán M; 
Vargas F; O'Valle F; Zarzuelo A; Pérez-Vizcaíno F y Duarte J. Wine polyphenols improve 
endothelial function in large vessels of female spontaneously hypertensive rats. Hypertension, 
2008 (51):1088-95. 
 
Lotito SB y Fraga CG. (+)-Catechin prevents human plasma oxidation. Free Radic Biol Med, 
1998 (24):435-41. 
 
Lowry OH; Rosebrough NJ; Farr AL y Randall RJ. Protein measurement with the Folin phenol 
reagent. J Biol Chem, 1951 (193):265-75. 
 
Lteif AA; Han K y Mather KJ. Obesity, insulin resistance, and the metabolic syndrome: 
determinants of endothelial dysfunction in whites and blacks. Circulation, 2005 (112):32-8. 
 
Machlin LJ y Bendich A. Free radical tissue damage: protective role of antioxidant nutrients. The 
FASEB J, 1987 (1):441–5. 
 
Macready AL; George TW; Chong MF; Alimbetov DS; Jin Y; Vidal A; Spencer JP; Kennedy OB; 
Tuohy KM; Minihane AM; Gordon MH y Lovegrove JA. Flavonoid-rich fruit and vegetables 
improve microvascular reactivity and inflammatory status in men at risk of cardiovascular 
disease--FLAVURS: a randomized controlled trial. Am J Clin Nutr, 2014 (99):479-89. 
 
Maier W; Cosentino F; Lutolf RB; Fleisch M; Seiler C; Hess OM; Meier B y Luscher TF. 
Tetrahydrobiopterin improves endothelial function in patients with coronary artery disease. J 
Cardiovasc Pharmacol, 2000 (35):173-8. 
 
Majesky MW; Dong XR; Hoglund V; Mahoney WM, Jr. y Daum G. The adventitia: a dynamic 
interface containing resident progenitor cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2011 (31):1530-9. 
 
Marin MJ; Fabregues G; Rodríguez PD; Díaz M; Paez O; Alfie J; Caruso G; Pantalena PS; 
Schiavi B y González M. National Registry of Hypertension. Awareness, Treatment and Control 
of Hypertension. The RENATA Study. Rev Arg Cardiol, 2012 (80):121-8. 
155 
 
 
Marletta MA; Yoon PS; Iyengar R; Leaf CD y Wishnok JS. Macrophage oxidation of L-arginine 
to nitrite and nitrate: nitric oxide is an intermediate. Biochemistry, 1988 (27):8706-11. 
 
Maron BA y Michel T. Subcellular localization of oxidants and redox modulation of endothelial 
nitric oxide synthase. Circ J, 2012 (76):2497-512. 
Marshall CJ. Specificity of receptor tyrosine kinase signaling: transient versus sustained 
extracellular signal-regulated kinase activation. Cell, 1995 (80):179-85. 
 
Martínez FJ; Rizza RA y Romero JC. High-fructose feeding elicits insulin resistance, 
hyperinsulinism, and hypertension in normal mongrel dogs. Hypertension, 1994 (23):456-63. 
 
Martyn KD; Frederick LM; von Loehneysen K; Dinauer MC y Knaus UG. Functional analysis of 
Nox4 reveals unique characteristics compared to other NADPH oxidases. Cell Signal, 2006 
(18):69-82. 
 
Masella R; Di Benedetto R; Vari R; Filesi C y Giovannini C. Novel mechanisms of natural 
antioxidant compounds in biological systems: involvement of glutathione and glutathione-related 
enzymes. J Nutr Biochem, 2005 (16):577-86. 
 
Matsuyama T; Tanaka Y; Kamimaki I; Nagao T y Tokimitsu I. Catechin safely improved higher 
levels of fatness, blood pressure, and cholesterol in children. Obesity (Silver Spring), 2008 
(16):1338-48. 
 
Mayer B; Schmid M; Klatt P y Schmidt K. Reversible inactivation of endothelial nitric oxide 
synthase by NG-nitro-L-arginine. FEBS Lett, 1993 (333):203-6. 
 
McCabe TJ; Fulton D; Roman LJ y Sessa WC. Enhanced electron flux and reduced calmodulin 
dissociation may explain "calcium-independent" eNOS activation by phosphorylation. J Biol 
Chem, 2000 (275):6123-8. 
 
McCullough ML; Chevaux K; Jackson L; Preston M; Martinez G; Schmitz HH; Coletti C; Campos 
H y Hollenberg NK. Hypertension, the Kuna, and the epidemiology of flavanols. J Cardiovasc 
Pharmacol, 2006 (47):S103-9. 
 
McMillan K y Masters BS. Prokaryotic expression of the heme- and flavin-binding domains of rat 
neuronal nitric oxide synthase as distinct polypeptides: identification of the heme-binding 
proximal thiolate ligand as cysteine-415. Biochemistry, 1995 (34):3686-93. 
 
Mendes A; Desgranges C; Chèze C; Vercauteren J y Freslon JL. Vasorelaxant effects of grape 
polyphenols in rat isolated aorta. Possible involvement of a purinergic pathway. Fundam Clin 
Pharmacol, 2003 (17):673-81. 
 
Miatello R; Risler N; Castro C; González S; Ruttler M y Cruzado M. Aortic smooth muscle cell 
proliferation and endothelial nitric oxide synthase activity in fructose-fed rats. Am J Hypertens, 
2001 (14):1135-41. 
 
Miatello R; Vázquez M; Renna N; Cruzado M; Zumino AP y Risler N. Chronic administration of 
resveratrol prevents biochemical cardiovascular changes in fructose-fed rats. Am J Hypertens, 
2005 (18):864-70. 
 
Michel JB; Feron O; Sacks D y Michel T. Reciprocal regulation of endothelial nitric-oxide 
synthase by Ca2+-calmodulin and caveolin. J Biol Chem, 1997 (272):15583-6. 
 
156 
 
Michell BJ; Harris MB; Chen ZP; Ju H; Venema VJ; Blackstone MA; Huang W; Venema RC y 
Kemp BE. Identification of regulatory sites of phosphorylation of the bovine endothelial nitric-
oxide synthase at serine 617 and serine 635. J Biol Chem, 2002 (277):42344-51. 
 
Miller AA; Drummond GR y Sobey CG. Novel isoforms of NADPH-oxidase in cerebral vascular 
control. Pharmacol Ther, 2006 (111):928-48. 
Miller FJ; Filali M; Huss GJ; Stanic B; Chamseddine A; Barna TJ y Lamb FS. Cytokine activation 
of nuclear factor kappa B in vascular smooth muscle cells requires signaling endosomes 
containing Nox1 and ClC-3. Circ Res, 2007 (101):663-71. 
 
Ministerio de Salud de la República Argentina, Tercera Encuesta Nacional de Factores de 
Riesgo.http://www.msal.gov.ar/images/stories/bes/graficos/0000000544cnt-2014-09_3er-
encuesta-nacional-factores-riesgo.pdf. 2013. 
 
Miranda KM; Espey MG y Wink DA. A rapid, simple spectrophotometric method for 
simultaneous detection of nitrate and nitrite. Nitric Oxide, 2001 (5):62-71. 
 
Mital S y Liao JK. Statins and the myocardium. Semin Vasc Med, 2004 (4):377-84. 
 
Mladenka P;  Zatloukalová L; Filipský T y Hrdina R. Cardiovascular effects of flavonoids are not 
caused only by direct antioxidant activity. Free Radic Biol Med,  2010 (49):963-75. 
 
Moreno JC. Identification of novel genes involved in congenital hypothyroidism using serial 
analysis of gene expression. Horm Res, 2003 (60):96-102. 
 
Moreno Jr H; Metze K; Bento AC;Antunes E; Zatz R y de Nucci G. Chronic nitric oxide inhibition 
as a model of hypertensive heart muscle disease. Basic Res Cardiol. 1996 (91):248-55. 
 
Mount PF; Kemp BE y Power DA. Regulation of endothelial and myocardial NO synthesis by 
multi-site eNOS phosphorylation. J Mol Cell Cardiol, 2007 (42):271-9. 
 
Mumbengegwi DR; Li Q; Li C; Bear CE y Engelhardt JF. Evidence for a superoxide permeability 
pathway in endosomal membranes. Mol Cell Biol, 2008 (28):3700-12. 
 
Murad F. Cyclic guanosine monophosphate as a mediator of vasodilation. J Clin Invest, 1986 
(78):1-5. 
 
Nagao T; Hase T y Tokimitsu I. A green tea extract high in catechins reduces body fat and 
cardiovascular risks in humans. Obesity (Silver Spring), 2007 (15):1473-83. 
 
Nakajima A; Matsuda E; Masuda Y; Sameshima H y Ikenoue T. Characteristics of the spin-
trapping reaction of a free radical derived from AAPH: further development of the ORAC-ESR 
assay. Anal Bioanal Chem, 2012 (403):1961-70. 
 
Nakaki T; Nakayama M y Kato R. Inhibition by nitric oxide and nitric oxide-producing 
vasodilators of DNA synthesis in vascular smooth muscle cells. Eur J Pharmacol, 1990 
(189):347-53. 
 
Nakano Y; Banfi B; Jesaitis AJ; Dinauer MC; Allen LA y Nauseef WM. Critical roles for p22phox in 
the structural maturation and subcellular targeting of Nox3. Biochem J, 2007 (403):97-108. 
 
Nakano D; Kurumazuka D; Nagai Y; Nishiyama A; Kiso Y y Matsumura Y. Dietary sesamin 
suppresses aortic NADPH oxidase in DOCA salt hypertensive rats. Clin Exp Pharmacol Physiol, 
2008 (35):324-6. 
157 
 
 
Nanjo F; Mori M; Goto K y Hara Y. Radical scavenging activity of tea catechins and their related 
compounds. Biosci Biotechnol Biochem, 1999 (63):1621-3. 
 
Nakazono K; Watanabe N; Matsuno K; Sasaki J; Sato T y Inoue M. Does superoxide underlie 
the pathogenesis of hypertension? Proc Natl Acad Sci USA, 1991 (88):10045-8. 
Neal R; Cooper K; Gurer H y Ercal N. Effects of N-acetylcysteine and 2,3-dimercaptosuccinic 
acid on lead induced oxidative stress in rat lenses. Toxicology, 1998 (130):167-74. 
 
Ness AR y Powles JW. Fruit and vegetables, and cardiovascular disease: a review. Int J 
Epidemiol, 1997 (26):1-13. 
 
Niki E. Free radical initiators as source of water- or lipid-soluble peroxyl radicals. Methods 
Enzimolology, 1990:100-8. 
 
Nishibayashi H; Omura T y Sato R. A flavoprotein oxidizing NADPH isolated from liver 
microsomes. Biochim Biophys Acta, 1963 (67):520-2. 
 
Nishikimi M. Oxidation of ascorbic acid with superoxide anion generated by the xanthine-
xanthine oxidase system. Biochem Biophys Res Commun, 1975 (63):463-8. 
 
Nishiyama A; Yoshizumi M; Hitomi H; Kagami S; Kondo S; Miyatake A; Fukunaga M; Tamaki T; 
Kiyomoto H; Kohno M; Shokoji T; Kimura S y Abe Y. The SOD mimetic tempol ameliorates 
glomerular injury and reduces mitogen-activated protein kinase activity in Dahl salt-sensitive 
rats. J Am Soc Nephrol, 2004 (15):306-15. 
 
Nyby MD; Matsumoto K; Yamamoto K; Abedi K; Eslami P; Hernandez G; Smutko V; Berger ME 
y Tuck ML. Dietary fish oil prevents vascular dysfunction and oxidative stress in 
hyperinsulinemic rats. Am J Hypertens, 2005 (18):213-9. 
 
Oberhammer F; Fritsch G; Schmied M; Pavelka M; Printz D; Purchio T; Lassmann H y Schulte-
Hermann R. Condensation of the chromatin at the membrane of an apoptotic nucleus is not 
associated with activation of an endonuclease. J Cell Sci, 1993 (104):317-26. 
 
Oda M; Satta Y; Takenaka O y Takahata N. Loss of urate oxidase activity in hominoids and its 
evolutionary implications. Mol Biol Evol, 2002 (19):640-53. 
 
Ohara Y; Peterson TE y Harrison DG. Hypercholesterolemia increases endothelial superoxide 
anion production. J Clin Invest, 1993 (91):2546-51. 
 
Olin KL; Golub MS; Gershwin ME; Hendrickx AG; Lonnerdal B y Keen CL. Extracellular 
superoxide dismutase activity is affected by dietary zinc intake in nonhuman primate and rodent 
models. Am J Clin Nutr, 1995 (61):1263-7. 
 
Osakabe N; Hoshi J; Kudo N y Shibata M. The flavan-3-ol fraction of cocoa powder suppressed 
changes associated with early-stage metabolic syndrome in high-fat diet-fed rats. Life Sci, 2014 
(114):51-6. 
 
Oshima H; Frisen M; Bruer I y Bartsch H. Nitrotyrosine as a marker for endogenous nitrosation 
and nitration of proteins. Food Chem Toxicol, 1990(28): 647-52. 
 
Ottaviani JI; Momma TY; Heiss C; Kwik-Uribe C; Schroeter H y Keen CL. The stereochemical 
configuration of flavanols influences the level and metabolism of flavanols in humans and their 
biological activity in vivo. Free Radic Biol Med, 2011 (50):237-44. 
 
158 
 
Ottaviani JI; Momma TY; Kuhnle GK; Keen CL y Schroeter H. Structurally related (‒)-
epicatechin metabolites in humans: assessment using de novo chemically synthesized 
authentic standards. Free Radic Biol Med, 2012 (52):1403-12. 
 
Packer L; Weber SU y Rimbach G. Molecular aspects of α-tocotrienol antioxidant action and cell 
signalling. J Nutr, 2001 (131):369S-73S. 
Paffenholz R; Bergstrom RA; Pasutto F; Wabnitz P; Munroe RJ; Jagla W; Heinzmann U; 
Marquardt A; Bareiss A; Laufs J; Russ A; Stumm G; Schimenti JC y Bergstrom DE. Vestibular 
defects in head-tilt mice result from mutations in Nox3, encoding an NADPH oxidase. Genes 
Dev, 2004 (18):486-91. 
 
Pagano PJ; Clark JK; Cifuentes-Pagano ME; Clark SM; Callis GM y Quinn MT. Localization of a 
constitutively active, phagocyte-like NADPH oxidase in rabbit aortic adventitia: enhancement by 
angiotensin II. Proc Natl Acad Sci USA, 1997 (94):14483-8. 
 
Palmer RM; Ferrige AG y Moncada S. Nitric oxide release accounts for the biological activity of 
endothelium-derived relaxing factor. Nature, 1987 (327):524-6. 
 
Paulis L; Pechanova O; Zicha J; Barta A; Gardlik R; Celec P; Kunes J y Simko F. Melatonin 
interactions with blood pressure and vascular function during L-NAME-induced hypertension. J 
Pineal Res, 2010 (48):102-8. 
 
Pechanova O; Bernatova I; Pelouch V y Babal P. L-NAME-induced protein remodeling and 
fibrosis in the rat heart. Physiol Res, 1999 (48):353-62. 
 
Peng T; Lu X y Feng Q. Pivotal role of gp91phox-containing NADH oxidase in lipopolysaccharide-
induced tumor necrosis factor-α expression and myocardial depression. Circulation, 2005 
(111):1637-44. 
 
Pérez-Vizcaíno F; Duarte J y Tamargo J. Effects of flecainide on isolated vascular smooth 
muscles of rat. Br J Pharmacol, 1991 (104):726-30. 
 
Perron NR y Brumaghim JL. A review of the antioxidant mechanisms of polyphenol compounds 
related to iron binding. Cell Biochem Biophys, 2009 (53):75-100. 
 
Petry A; Djordjevic T; Weitnauer M; Kietzmann T; Hess J y Gorlach A. NOX2 and NOX4 
mediate proliferative response in endothelial cells. Antioxid Redox Signal, 2006 (8):1473-84. 
 
Pryor WA y Squandrito GI. Chemistry of peroxynitrite: aproduct from the reaction of nitrite oxide 
with superoxide. Am J Physiol, 1995 (268), L699-722. 
 
Qian J; Chen F; Kovalenkov Y; Pandey D; Moseley MA; Foster MW; Black SM; Venema RC; 
Stepp DW y Fulton DJ. Nitric oxide reduces NADPH oxidase 5 (Nox5) activity by reversible S-
nitrosylation. Free Radic Biol Med, 2012 (52):1806-19. 
 
Quinn MT; Evans T; Loetterle LR; Jesaitis AJ y Bokoch GM. Translocation of Rac correlates 
with NADPH oxidase activation. Evidence for equimolar translocation of oxidase components. J 
Biol Chem, 1993 (268):20983-7. 
 
Quinn MT y Gauss KA. Structure and regulation of the neutrophil respiratory burst oxidase: 
comparison with nonphagocyte oxidases. J Leukoc Biol, 2004 (76):760-81. 
 
Quinn MT; Ammons MC y Deleo FR. The expanding role of NADPH oxidases in health and 
disease: no longer just agents of death and destruction. Clin Sci (Lond), 2006 (111):1-20. 
 
159 
 
Radi R; Beckman JS; Bush KM y Freeman BA. Peroxynitrite oxidation of sulfhydryls. The 
cytotoxic potential of superoxide and nitric oxide. J Biol Chem, 1991 (266):4244-50. 
 
Raingeaud J; Gupta S; Rogers JS; Dickens M; Han J; Ulevitch RJ y Davis RJ. Pro-inflammatory 
cytokines and environmental stress cause p38 mitogen-activated protein kinase activation by 
dual phosphorylation on tyrosine and threonine. J Biol Chem, 1995 (270):7420-6. 
Ramírez-Sánchez I; Maya L; Ceballos G y Villarreal F. (‒)-Epicatechin activation of endothelial 
cell endothelial nitric oxide synthase, nitric oxide, and related signaling pathways. Hypertension, 
2010 (55):1398-405. 
 
Ramírez-Sánchez I; Taub PR; Ciaraldi TP; Nogueira L; Coe T; Perkins G; Hogan M; Maisel AS; 
Henry RR; Ceballos G y Villarreal F. (‒)-Epicatechin rich cocoa mediated modulation of 
oxidative stress regulators in skeletal muscle of heart failure and type 2 diabetes patients. Int J 
Cardiol, 2013 (168):3982-90. 
 
Rapoport RM; Draznin MB y Murad F. Endothelium-dependent relaxation in rat aorta may be 
mediated through cyclic GMP-dependent protein phosphorylation. Nature, 1983 (306):174-6. 
 
Razani B; Engelman JA; Wang XB; Schubert W; Zhang XL; Marks CB; Macaluso F; Russell 
RG; Li M; Pestell RG; Di Vizio D; Hou H, Jr.; Kneitz B; Lagaud G; Christ GJ; Edelmann W y 
Lisanti MP. Caveolin-1 null mice are viable but show evidence of hyperproliferative and vascular 
abnormalities. J Biol Chem, 2001 (276):38121-38. 
 
Reaven GM. Banting lecture 1988. Role of insulin resistance in human disease. Diabetes, 1988 
(37):1595-607. 
 
Rees DD; Palmer RM; Schulz R; Hodson HF y Moncada S. Characterization of three inhibitors 
of endothelial nitric oxide synthase in vitro and in vivo. Br J Pharmacol, 1990 (101):746-52. 
 
Rein D; Lotito S; Holt RR; Keen CL; Schmitz HH y Fraga CG. Epicatechin in human plasma: in 
vivo determination and effect of chocolate consumption on plasma oxidation status. J Nutr, 
2000 (130):2109S-14S. 
 
Rice-Evans C. Plant polyphenols: free radical scavengers or chain-breaking antioxidants? 
Biochem Soc Symp, 1995 (61):103-16. 
 
Ried K; Frank OR y Stocks NP. Dark chocolate or tomato extract for prehypertension: a 
randomised controlled trial. BMC Complement Altern Med, 2009 (9):22. 
 
Romitelli F; Santini SA; Chierici E; Pitocco D; Tavazzi B; Amorini AM; Lazzarino G y Di Stasio E. 
Comparison of nitrite/nitrate concentration in human plasma and serum samples measured by 
the enzymatic batch Griess assay, ion-pairing HPLC and ion-trap GC-MS: the importance of a 
correct removal of proteins in the Griess assay. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life 
Sci, 2007 (851):257-67. 
 
Rothwell JA; Pérez-Jiménez J; Neveu V; Medina-Ramón A; M'Hiri N; García Lobato P; Manach 
C; Knox K; Eisner R; Wishart D y Scalbert A. Phenol-Explorer 3.0: a major update of the 
Phenol-Explorer database to incorporate data on the effects of food processing on polyphenol 
content. Database, 10.1093/database/bat070. 2013. 
 
Rubanyi GM. The role of endothelium in cardiovascular homeostasis and diseases. J 
Cardiovasc Pharmacol, 1993 (22):S1-14. 
 
Saint-Cricq De Gaulejac N; Provost C y Vivas N. Comparative study of polyphenol scavenging 
activities assessed by different methods. J Agric Food Chem, 1999 (47):425-31. 
160 
 
 
Sánchez M; Lodi F; Vera R; Villar IC; Cogolludo A; Jiménez R; Moreno L; Romero M; Tamargo 
J; Pérez-Vizcaíno F y Duarte J. Quercetin and isorhamnetin prevent endothelial dysfunction, 
superoxide production, and overexpression of p47phox induced by angiotensin II in rat aorta. J 
Nutr, 2007 (137):910-5. 
 
Sander M; Chavoshan B y Victor RG. A large blood pressure-raising effect of nitric oxide 
synthase inhibition in humans. Hypertension, 1999 (33):937-42. 
 
Sarr M; Chataigneau M; Martins S; Schott C; El Bedoui J; Oak MH; Muller B; Chataigneau T y 
Schini-Kerth VB. Red wine polyphenols prevent angiotensin II-induced hypertension and 
endothelial dysfunction in rats: role of NADPH oxidase. Cardiovasc Res, 2006 (71):794-802. 
 
Scalbert A y Williamson G. Dietary intake and bioavailability of polyphenols. J Nutr, 2000 
(130):2073S-85S. 
 
Scotland RS; Morales-Ruiz M; Chen Y; Yu J; Rudic RD; Fulton D; Gratton JP y Sessa WC. 
Functional reconstitution of endothelial nitric oxide synthase reveals the importance of serine 
1179 in endothelium-dependent vasomotion. Circ Res, 2002 (90):904-10. 
 
Schneider C; Pratt DA; Porter NA y Brash AR. Control of oxygenation in lipoxygenase and 
cyclooxygenase catalysis. Chem Biol, 2007 (14):473-88. 
 
Schroeter H; Spencer JP; Rice-Evans C y Williams RJ. Flavonoids protect neurons from 
oxidized low-density-lipoprotein-induced apoptosis involving c-Jun N-terminal kinase (JNK), c-
Jun and caspase-3. Biochem J, 2001 (358):547-57.  
 
Schroeter H; Heiss C; Balzer J; Kleinbongard P; Keen CL; Hollenberg NK; Sies H; Kwik-Uribe 
C; Schmitz HH y Kelm M. (‒)-Epicatechin mediates beneficial effects of flavanol-rich cocoa on 
vascular function in humans. Proc Natl Acad Sci U S A, 2006 (103):1024-9. 
 
 
Shen HM y Liu ZG. JNK signaling pathway is a key modulator in cell death mediated by reactive 
oxygen and nitrogen species. Free Radic Biol Med, 2006 (40):928-39. 
 
Shinozaki K; Nishio Y; Okamura T; Yoshida Y; Maegawa H; Kojima H; Masada M; Toda N; 
Kikkawa R y Kashiwagi A. Oral administration of tetrahydrobiopterin prevents endothelial 
dysfunction and vascular oxidative stress in the aortas of insulin-resistant rats. Circ Res, 2000 
(87):566-73. 
 
Si H; Fu Z; Babu PV; Zhen W; Leroith T; Meaney MP; Voelker KA; Jia Z; Grange RW y Liu D. 
Dietary epicatechin promotes survival of obese diabetic mice and Drosophila melanogaster. J 
Nutr, 2011 (141):1095-100. 
 
Sies H, Oxidative Stress., ed. H. Sies. 1985, Londres: Academic Press. 
 
Sies H. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Exp Physiol, 1997 (82):291-5. 
 
Sies H y Jones D. Oxidative stress, in Enciclopaedia of stress, F. G, Editor. 2007, Elsevier: San 
Diego. 45-48. 
 
Simic MG. Pulse radiolysis in study of oxygen radicals. Methods Enzymol, 1990 (186):89-100. 
 
Simic MG y Jovanovic SV. Antioxidation mechanisms of uric acid. J Am Chem Soc, 1989 
(111):5778-82. 
161 
 
 
Smart EJ; Graf GA; McNiven MA; Sessa WC; Engelman JA; Scherer PE; Okamoto T y Lisanti 
MP. Caveolins, liquid-ordered domains, and signal transduction. Mol Cell Biol, 1999 (19):7289-
304. 
 
Smith DT; Hoetzer GL; Greiner JJ; Stauffer BL y DeSouza CA. Endothelial release of tissue-
type plasminogen activator in the human forearm: role of nitric oxide. J Cardiovasc Pharmacol, 
2003 (42):311-4. 
 
So A y Thorens B. Uric acid transport and disease. J Clin Invest, 2010 (120):1791-9. 
 
Spencer JP. The interactions of flavonoids within neuronal signalling pathways. Genes Nutr, 
2007 (2):257-73. 
 
Spencer JP; Schroeter H; Kuhnle G; Srai SK; Tyrrell RM; Hahn U y Rice-Evans C. Epicatechin 
and its in vivo metabolite, 3'-O-methyl epicatechin, protect human fibroblasts from oxidative-
stress-induced cell death involving caspase-3 activation. Biochem J, 2001 (354):493-500. 
 
Steffen Y; Schewe T y Sies H. (‒)-Epicatechin elevates nitric oxide in endothelial cells via 
inhibition of NADPH oxidase. Biochem Biophys Res Commun, 2007 (359):828-33. 
 
Steffen Y; Gruber C; Schewe T y Sies H. Mono-O-methylated flavanols and other flavonoids as 
inhibitors of endothelial NADPH oxidase. Arch Biochem Biophys, 2008 (469):209-19. 
 
Stuehr DJ  y Marletta MA. Mammalian nitrate biosynthesis: mouse macrophages produce nitrite 
and nitrate in response to Escherichia coli lipopolysaccharide. Proc Natl Acad Sci U S A, 1985 
(82):7738-42. 
 
Sueishi Y; Hori M; Ishikawa M; Matsu-Ura K; Kamogawa E; Honda Y; Kita M y Ohara K. 
Scavenging rate constants of hydrophilic antioxidants against multiple reactive oxygen species. 
J Clin Biochem Nutr, 2014 (54):67-74. 
 
Suh YA; Arnold RS; Lassegue B; Shi J; Xu X; Sorescu D; Chung AB; Griendling KK y Lambeth 
JD. Cell transformation by the superoxide-generating oxidase Mox1. Nature, 1999 (401):79-82. 
 
Surdhar PS y Armstrong DA. Reduction potentials and exchange reactions of thiyl radicals and 
disulfide anion radicals. J Phys Chem 1987 (91):6532-7. 
 
Suzuki  N; Goto A; Oguni I; Mashiko S y Nomoto T. Reaction rate constants of tea leafs 
catechins with superoxide: superoxide-dismutase (SOD)-like activity measured by Cypridina 
luciferin analogue chemiluminescence. Chem Express, 1991 (6): 655-8. 
 
Svirbely JL y Szent-Gyorgyi A. The chemical nature of vitamin C. Biochem J, 1933 (27):279-85. 
 
Tabrizi-Fard MA y Fung HL. Reversed-phase high-performance liquid chromatography method 
for the analysis of nitro-arginine in rat plasma and urine. J Chromatogr B Biomed Appl, 1996 
(679):7-12. 
 
Takami S; Imai T; Hasumura M; Cho YM; Onose J y Hirose M. Evaluation of toxicity of green 
tea catechins with 90-day dietary administration to F344 rats. Food Chem Toxicol, 2008 
(46):2224-9. 
 
162 
 
Takeya R; Ueno N; Kami K; Taura M; Kohjima M; Izaki T; Nunoi H y Sumimoto H. Novel human 
homologues of p47phox and p67phox participate in activation of superoxide-producing NADPH 
oxidases. J Biol Chem, 2003 (278):25234-46. 
 
Tamura T; Mitsumori K; Muto S; Kasahara H; Kobayashi S; Okuhara Y; Hayashi M; Nagasawa 
T; Onozato T y Kuroda J. Fifty-two week chronic toxicity of enzymatically decomposed rutin in 
Wistar rats. Food Chem Toxicol, 2010 (48):2312-8. 
Teahan C; Rowe P; Parker P; Totty N y Segal AW. The X-linked chronic granulomatous disease 
gene codes for the β-chain of cytochrome b-245. Nature, 1987 (327):720-1. 
 
Thompson M; Williams CR y Elliot GE. Stability of flavonoid complexes of copper(II) and 
flavonoid antioxidant activity. Anal Chim Acta, 1976 (85):375-81. 
 
Toba H; Nakagawa Y; Miki S; Shimizu T; Yoshimura A; Inoue R; Asayama J; Kobara M y 
Nakata T. Calcium channel blockades exhibit anti-inflammatory and antioxidative effects by 
augmentation of endothelial nitric oxide synthase and the inhibition of angiotensin converting 
enzyme in the N(G)-nitro-L-arginine methyl ester-induced hypertensive rat aorta: vasoprotective 
effects beyond the blood pressure-lowering effects of amlodipine and manidipine. Hypertens 
Res, 2005 (28):689-700. 
 
Touyz RM. Recent advances in intracellular signalling in hypertension. Curr Opin Nephrol 
Hypertens, 2003 (12):165-74. 
 
Touyz RM; Yao G; Viel E; Amiri F y Schiffrin EL. Angiotensin II and endothelin-1 regulate MAP 
kinases through different redox-dependent mechanisms in human vascular smooth muscle 
cells. J Hypertens, 2004 (22):1141-9. 
 
Turrens JF y Boveris A. Generation of superoxide anion by the NADH dehydrogenase of bovine 
heart mitochondria. Biochem J, 1980 (191):421-7. 
 
Turrens JF; Alexandre A y Lehninger AL. Ubisemiquinone is the electron donor for superoxide 
formation by complex III of heart mitochondria. Arch Biochem Biophys, 1985 (237):408-14. 
 
Ushio-Fukai M; Alexander RW; Akers M y Griendling KK. p38 Mitogen-activated protein kinase 
is a critical component of the redox-sensitive signaling pathways activated by angiotensin II. 
Role in vascular smooth muscle cell hypertrophy. J Biol Chem, 1998 (273):15022-9. 
 
Usui M; Egashira K; Kitamoto S; Koyanagi M; KaG M; Kataoka C; Shimokawa H y Takeshita A. 
Pathogenic role of oxidative stress in vascular angiotensin-converting enzyme activation in long-
term blockade of nitric oxide synthesis in rats. Hypertension, 1999 (34):546-51. 
 
Valko M; Leibfritz D; Moncol J; Cronin MT; Mazur M y Telser J. Free radicals and antioxidants in 
normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol, 2007 (39):44-84. 
 
Vallet P; Charnay Y; Steger K; Ogier-Denis E; Kovari E; Herrmann F; Michel JP y Szanto I. 
Neuronal expression of the NADPH oxidase NOX4, and its regulation in mouse experimental 
brain ischemia. Neuroscience, 2005 (132):233-8. 
 
Van Gelder B y Slater EC. The extinction coefficient of cytochrome c. Biochim Biophys Acta, 
1962 (58):593-5. 
 
Vanhoutte PM. How to assess endothelial function in human blood vessels. J Hypertens, 1999 
(17):1047-58. 
 
163 
 
Vásquez-Vivar J; Kalyanaraman B; Martasek P; Hogg N; Masters BS; Karoui H; Tordo P y 
Pritchard KA, Jr. Superoxide generation by endothelial nitric oxide synthase: the influence of 
cofactors. Proc Natl Acad Sci USA, 1998 (95):9220-5. 
 
Vázquez-Prieto MA; Renna NF; Lembo C; Diez ER y Miatello RM. Dealcoholized red wine 
reverse vascular remodeling in an experimental model of metabolic syndrome: role of NAD(P)H 
oxidase and eNOS activity. Food Funct, 2010 (1):124-9. 
 
Vázquez-Prieto MA; Rodríguez Lanzi C; Lembo C; Galmarini CR y Miatello RM. Garlic and 
onion attenuates vascular inflammation and oxidative stress in fructose-fed rats. J Nutr Metab, 
2011:475216. 
 
Venema VJ; Marrero MB y Venema RC. Bradykinin-stimulated protein tyrosine phosphorylation 
promotes endothelial nitric oxide synthase translocation to the cytoskeleton. Biochem Biophys 
Res Commun, 1996 (226):703-10. 
 
Verdon CP; Burton BA y Prior RL. Sample pretreatment with nitrate reductase and glucose-6-
phosphate dehydrogenase quantitatively reduces nitrate while avoiding interference by NADP+ 
when the Griess reaction is used to assay for nitrite. Anal Biochem, 1995 (224):502-8. 
 
Viedt C; Soto U; Krieger-Brauer HI; Fei J; Elsing C; Kubler W y Kreuzer J. Differential activation 
of mitogen-activated protein kinases in smooth muscle cells by angiotensin II: involvement of 
p22phox and reactive oxygen species. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2000 (20):940-8. 
 
Vignais PV. The superoxide-generating NADPH oxidase: structural aspects and activation 
mechanism. Cell Mol Life Sci, 2002 (59):1428-59. 
 
Vitecek J; Lojek A; Valacchi G y Kubala L. Arginine-based inhibitors of nitric oxide synthase: 
therapeutic potential and challenges. Mediators Inflamm, 2012: 318087. 
 
Vogiatzoglou A; Mulligan AA; Luben RN; Lentjes MA; Heiss C; Kelm M; Merx MW; Spencer JP; 
Schroeter H y Kuhnle GG. Assessment of the dietary intake of total flavan-3-ols, monomeric 
flavan-3-ols, proanthocyanidins and theaflavins in the European Union. Br J Nutr, 2014 
(111):1463-73. 
 
von Lohneysen K; Noack D; Jesaitis AJ; Dinauer MC y Knaus UG. Mutational analysis reveals 
distinct features of the Nox4-p22phox complex. J Biol Chem, 2008 (283):35273-82. 
 
Wang BY; Candipan RC; Arjomandi M; Hsiun PT; Tsao PS y Cooke JP. Arginine restores nitric 
oxide activity and inhibits monocyte accumulation after vascular injury in hypercholesterolemic 
rabbits. J Am Coll Cardiol, 1996 (28):1573-9. 
 
Wang JF; Schramm DD; Holt RR; Ensunsa JL; Fraga CG; Schmitz HH y Keen CL. A dose-
response effect from chocolate consumption on plasma epicatechin and oxidative damage. J 
Nutr, 2000 (130):2115S-9S. 
 
Wang P; Tang F; Li R; Zhang H; Chen S; Liu P y Huang H. Contribution of different Nox 
homologues to cardiac remodeling in two-kidney two-clip renovascular hypertensive rats: effect 
of valsartan. Pharmacol Res, 2007 (55):408-17. 
 
Wang S; Moustaid-Moussa N; Chen L; Mo H; Shastri A; Su R; Bapat P; Kwun I y Shen CL. 
Novel insights of dietary polyphenols and obesity. J Nutr Biochem, 2014 (25):1-18. 
 
164 
 
Ward R; Cirkovic-Vellichovia T; Ledeque F; Tirizitis G; Dubars G; Datla K; Dexter D; Heushling 
P y Crichton R. Neuroprotection by taurine and taurine analogues. Adv Exp Med Biol, 2006 
(583):299-306. 
 
Webb RC. Smooth muscle contraction and relaxation. Adv Physiol Educ, 2003 (27):201-6. 
 
Weston CR; Lambright DG y Davis RJ. Signal transduction. MAP kinase signaling specificity. 
Science, 2002 (296):2345-7. 
 
Williams NH y Yandell JK. Outer-sphere electron-transfer reactions of ascorbate anions. Aust. J. 
Chem, 1982 (35):1133-44. 
 
Witting PK; Rayner BS; Wu BJ; Ellis NA y Stocker R. Hydrogen peroxide promotes endothelial 
dysfunction by stimulating multiple sources of superoxide anion radical production and 
decreasing nitric oxide bioavailability. Cell Physiol Biochem, 2007 (20):255-68. 
 
Wu G y Morris SM, Jr. Arginine metabolism: nitric oxide and beyond. Biochem J, 1998 (336):1-
17. 
 
Wu G; Fang YZ; Yang S; Lupton JR y Turner ND. Glutathione metabolism and its implications 
for health. J Nutr, 2004 (134):489-92. 
 
Xiong X; You C; Feng QC; Yin T; Chen ZB; Ball P y Wang LX. Pulse width modulation electro-
acupuncture on cardiovascular remodeling and plasma nitric oxide in spontaneously 
hypertensive rats. Evid Based Complement Alternat Med, 2011: 812160. 
 
Xu YC; Leung SWS, Yeung DKY; Hu LH; Chen GH; Che CM y Man RYK. Structure–activity 
relationships of flavonoids for vascular relaxation in porcine coronary artery. Phytochemistry, 
2007 (68):1179-88.  
 
Yamamoto Y; Niki E; Kamiya Y y Shimasaki H. Oxidation of lipids. 7. Oxidation of 
phosphatidylcholines in homogeneous solution and in water dispersion. Biochim Biophys Acta, 
1984 (795):332-40. 
 
Yang B y Rizzo V. TNF-α potentiates protein-tyrosine nitration through activation of NADPH 
oxidase and eNOS localized in membrane rafts and caveolae of bovine aortic endothelial cells. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2007 (292):H954-62. 
 
Yang S; Madyastha P; Bingel S; Ries W y Key L. A new superoxide-generating oxidase in 
murine osteoclasts. J Biol Chem, 2001 (276):5452-8. 
 
Yoshizumi M; Abe J; Haendeler J; Huang Q y Berk BC. Src and Cas mediate JNK activation but 
not ERK1/2 and p38 kinases by reactive oxygen species. J Biol Chem, 2000 (275):11706-12. 
 
Youn JY; Gao L y Cai H. The p47phox- and NADPH oxidase organiser 1 (NOXO1)-dependent 
activation of NADPH oxidase 1 (NOX1) mediates endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
uncoupling and endothelial dysfunction in a streptozotocin-induced murine model of diabetes. 
Diabetologia, 2012 (55):2069-79. 
 
Zakula Z; Koricanac G; Tepavcevic S; Stojiljkovic M; Milosavljevic T y Isenovic ER. Impairment 
of cardiac insulin signaling in fructose-fed ovariectomized female Wistar rats. Eur J Nutr, 2011 
(50):543-51. 
 
Zarzuelo A; Duarte J; Jiménez J; González M y Utrilla MP. Vasodilator effect of olive leaf. Planta 
Med, 1991 (57):417-9. 
165 
 
 
Zeiher AM; Fisslthaler B; Schray-Utz B y Busse R. Nitric oxide modulates the expression of 
monocyte chemoattractant protein 1 in cultured human endothelial cells. Circ Res, 1995 
(76):980-6. 
 
Zekry D; Epperson TK y Krause KH. A role for NOX NADPH oxidases in Alzheimer's disease 
and other types of dementia? IUBMB Life, 2003 (55):307-13. 
 
Zhang M; Brewer AC; Schroder K; Santos CX; Grieve DJ; Wang M; Anilkumar N; Yu B; Dong X; 
Walker SJ; Brandes RP y Shah AM. NADPH oxidase-4 mediates protection against chronic 
load-induced stress in mouse hearts by enhancing angiogenesis. Proc Natl Acad Sci USA, 2010 
(107):18121-6. 
 
Zhao CX; Xu X; Cui Y; Wang P; Wei X; Yang S; Edin ML; Zeldin DC y Wang DW. Increased 
endothelial nitric-oxide synthase expression reduces hypertension and hyperinsulinemia in 
fructose-treated rats. J Pharmacol Exp Ther, 2009 (328):610-20. 
 
Ziche M; Morbidelli L; Masini E; Granger H; Geppetti P y Ledda F. Nitric oxide promotes DNA 
synthesis and cyclic GMP formation in endothelial cells from postcapillary venules. Biochem 
Biophys Res Commun, 1993 (192):1198-203. 
 
 
 
 
 
 
 
